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BASIC -ABSTRACT : 



NOVELTY - A process for producing neuronal or glial 

progenitor, cells, 

comprising: (a) culturing embryonic stem cells to form 
embryoid bodies; (b) 

culturing the embryoid bodies to form neural progenitor 
cells; (c) 

proliferating the neural progenitor cells m a serum- free 
medium containing 

growth factor (s); (d) further proliferating the neural 
progenitor cells in a . . 

serum-free medium containing growth factor (s) and isolating 
the neural 

progenitor cells; and (e) further proliferating the neural 
progenitor cells in 

a serum-free medium containing growth factor (s) and 
isolating .the neural 
progenitor cells. 

INDEPENDENT CIjAIMS are included for the following: (1) a 
process for producing 

glial progenitor cells, comprising: (a) culturing embryonic 
stem cells to form 

embryoid bodies; (b) culturing the embryoid bodies to form 
neural progenitor . ^ ^ ^ . 

cells; (c) proliferating the neural progenitor cells m a 
serum- free medium 

containing growth f actor (s); (d) further proliferating the 
neural progenitor 

cells in a serum-free medium containing growth factor (s) 
form spheroids with 

neuronal and glial differentiation potential; and (e.) 
proliferating the 

spheroids in a serum- free medium containing growth 
factor (s) until a lawn of 

glial -progenitor cells -is forroed, and isolating. -the_ cells; 
(2) neuronal or 

glial progenitor cells that are produced as above and 
include no more than 15% 

of primitive embryonic cells and non-neural cells; and (3) 
a cell library 

comprising autologous and nonautologous cells as above, 

USE - The process is useful for therapy of neural defects, 
for reconstitution 

of neuronal cells or remyelinisation of demyelinated nerve 
cells, for 

cell-mediated gene transfer in the nervous system and for 
production of 



polypeptides (lin vitrol) . 
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1- \Ms,if»7^llen Verfahien zu ihier Herstellung aus embryona- 
len Stammzellen in unbi^renztei Menge, aie ■vrawcuuime 

fckten und zur Gewinnung von Polypeptiden. erfolgversprechende Methode fur die Behandlung 

KeTVai«,.lantation vonHin«eUenmd^N«v«B^ Zellpopuladoneo in Gehim 

zahlreich«r^euiologischer Eitanta^gen dan I«,S2^^^i5^aches to the Tieatment of Neurological 
^.dRflckeninarktransplantiert (Bi°^'?'>; 1996).InjangsterZeit 
IMsease.RavenPtess.NewYoA,1993;Brilsde&1^0^^^^^ 

-<s^e^r^itssr^^^s-^s^N^ 

ttonsfShigkeit. Dies Uegt im wesenthchen <^ ?f ;^^^^g vorhanden rind. Gerade seiche umeifen Nforlau- 
len nut <^gen wenigen Ausnahinen n^wahrend -l^Jffi^JSS^V^durchThiDsplantaiion wiederheizustellen. 
^Iten riidjedoch erfoiderlich. um Drfetoe an ''"fg^^^^*^^^,«™en*ryonalen Gehim g^on- 
Dies hat zur Folge. daB ak DonoigewAe fflr ^^^^^^^^^^ ^ OrA maJuichen EnAryoneo g.> 
Zdten benOtzt werfen. So muB b«^«kw"^ ^S.S^S^l^««ten zu eihatteo. Dies wirit nicht nur 
^ttwerfen.umgenagendl^ten3^fard.eT^^t^on^«P^^ 

Chen zellthciapeutischen Behandlungssttategie ^""^^^^-^ beaenzte Vferfagbaikeit von embiyonalen Kmzel- 
I„jungs.«Zeitsindn«hre«yen,uchej^t«^ 

len dnich eine der Transplantation ^f^^'J^pX^S^^tehtdarin.dieVbdanfcnenmnri^ 
wurden im wesendichen rwei Strategien ywf olgt Erne f*^^^^°J°^o(en isoBertes Gen in das Genom der Zd- 

^Lndahl & McKay. TINS 13: 132-137. 1990). . hestrfKn darin sogManute tMnperalmseoritive Mutanten zu 
Ne«e« und be«« ste«ert«re Vmant^. d.^^o<te^^^n^ 

benatzen. In diesem Fatt konnen die ^^f^'^^^^^Zs B^S^ gewShU. ist das Geniwrfukt nach 
nicht-pennissive Tfemperatur «l^^^^^,^^S^^(Sanlet al CeU 66: 713^729, 1991). Alle.- 

rgst^riirJ^^nti^^ 

kaiibeidlesem^ferfauenmchtvom^^am^ 

Neueie BemOhnngen gehen deshalb ^aatfonen (Westeiman & Lebonlch. P»c NatL Acad. Sci. 

dem Gehim entnammenen Zdlen mt pS^atL Acad. &LUSA 89: 8591-8595. 

1990; Reynolds & ^ Science 255: ^^JS & Bartlet, Neu«« 10: 255-265 1993; 

1992- Ray ctaUPloc. NatL Acad. Sci. USA 90: iwz mjujo, '1- ,66 1994; Vicano-Ab€3-netal.,Nei*- 

CiSe. J.NcuroscL6:3M^3564 1994^Dav«^ 1^„00. 1996). 

con 15: lOS-114. 1995; * ^^j^. Neu^ 1^^ >fe™»hmng von >fodaufa«ll«. 
Zur Zeit kann nicht abschBeUend -SSldo^eLche mit derartig behanddten Zellen Hefcrten 

durchWachstuiKtfaktDrbehandhingmoghchun.ERteTlaM IntegralionsfiihigkBit feststeUten 

wid^sprochliche Erg^nisse. ^!^>^.^^^^:^J^^Z aufeineC«poradoasokher Zellen 
(Svendsenetal.. Exp. NeuKi 137: 376-388. l!«0>,scnei^^^ ttca 92- 11879-11883, 1995). 
lnsEmpfar,g«gehir^hi.«uv«nsen^ ^ ^^ehe XJm^^ 

Z^ammeofassend ^aB^s«*.'*^^^'^J^„^^^S^^Stea diartig expandierter Zdlen nacfa "tons- 

SoendOTehimen entnommea wird. p<»rcn*»ktive fiir die Herstellung von Donorzellwi fur 

^^onale StanunzeUen (EJ^&Uen) taet« e^^g 

Tiansplantationszwecke. ^^^^^'^^^^^l^^fini). Es handeU sich um Zellen. welche bel- 
USA 78: 7634-7638. 1981; Evans & K«^^5^ah^2W. j^JJ:^ Embtyonen gewonnen werfen. Di«e 
spielswrise bei der Maus aj« der sog. inn^ 
60 ZeUen sindtotipotentundkonnenm aUeZeMrun^^ aUerGewebe- em- 

die -Kitasche, daB in einen and«en Embryo "BfS^JS^f^^te'^^Ti^ zu erzeugen (Bradley et al.. Nature 
schlieBlichderKeimbahnpopu^ationen-^bete^^u^s^^ 

309:255-256. 1984). Das einz.^eanE^to3^^stchm^ ^ ^^^^ ^ 

aber viele Passagen m jhrem •^^^.f'^X^ ^^o eenetisch zu modifirieren, um dann nach Injektion die- 
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aannaconne et aL, Dev. BioL 163: 28»-292. 1994). Hamslem (P«^clm«m et Dw. BioL l^^^i^'^i^jT 
gdn (Pain et aL. DevelopmeDl 122: 233^2348. 1996), Hschen (Sun et aL. MoLMat BioL 

1 9^ Schweinen (Wh^len Repiod. FertiL Dev. 6: 563-568, 1994), Rindem (First et aL. RepiwL FertiL Dev. 6. 
S^SeSuSS^^S^iSo^aL. P»c. NatL Acad. ScL USA 92: 7844-7848. 1995). Neue«Stud^ 

S^erzeUeo ge^onnenen Zellkernen in enukleierte Ezelten (Oocyten) generiert we^ 

tiim%80- 64-^ 1996- WilinuteiaL, Nature 385: 810-813, 1997). . . „ „ . xt 

ve^L™ Jahre ik es mehreren Forschungsgmppen gelungcn, ES-ZeUen in vitro « Zaicn des 
ve^^aSi^^Leren-InderubenviegendenZahlderFanewurd^ 

If^L PS TMlen erretcht ffiain aL Dev BioL 168: 342-357. 1995; StrObmg et aL. Mech. Dev. 53. 275-287, 
K^«^TS?^^.K3t8t3m.l995;Fu^<.^J;Neu^^ 

sen BetfnEuneen differenzicienden Zelleo wiesen neuronale (Bain et al.. Dev. BioL 168: 342-357, 1995, Sttubing et aL, 
^«3Be^gun^n*fl««a ^ ^ ^ 3181-3188. 1995; FMey et aU J Neurosct. 16: 

iSS^lS' lWQ^^ke(Fr;ichardetal.,J.CeUSd. 108: 

ISmS. einefneuralen Diflferenzierung hat zwei wesendiche Nachteile. Zumemen «fc^gt e.«. n^^ 
^^mg nur in einem Tfeil der ZeUen. Eine be&iedigende Aufieimgung dieser ZeUen war bisher mcht moghch 
^^^^^^^ staiken diffexeozierenden EinfluB auf die ES-ZeUen aus. Die m AnwesMheit von^to- 
^^^^^^ und GUazeUen haben zum ganz Oberwiegenden Tfeil das Vorlauferadlst^mn bereite 
S^tK^l^J^sich vielfach in einem postmitotischeo Stadium. Einer >ferwendmig zur Ttensplantation und 
einerwwteMAnreidiBninB dieser ZeUen sand soniitGreozengesetzL tto m. k_ k^.k.,. 

^^S^m^dne ahlnative Methode zur Ctewinnung von neuralen NforUufeizellen aus ES-Z.^ai beschneben 
(OkabeetaL, Mech. Dev. 59: 89-102. 1996).ffierbei werden diezu spg.Embryoidlkxii« aggiegiertenES-ZeneninsM- 

MWi«m ausplaoiert und tlb«x mehren* TS^e kultiviert. ^^m«d dieser Zeit tomr^ « 
tosbesondms innerhalb der nicht-«Mralen ZeUen. Am Ende dieser Phase zeigen mehr als 80% der ^^^^^^ 
S^^^wS^^tennediarfilament, das typischerweise in neuralen ^forlaufcI»nen getaWet wwi (FreA^nks^ & 
^ITt t- 1144-1151 1988- Leodahl et aL, CeU 60: 585-595, 1990). Diese \fo^uferzdlen sind mit Hilfe 

^S^^T^iiiJ^SSto^^TO al^ Zellrasen weiter vermehAar und differenrieren ^h Entzug 
v«^S^SZrozytenans(0.^etaL,Mech.Dev. 59: .1996). Die Expansi«r«ffitogteit™^^ 

bFCT^ i^ all«dings limilieri bereits nach wenigen Passagen kommt es zu einer "jnehm^n ^fo^n ^ 
S^e^dLrZdko(Ok*e,aus:Curr«tProtoooUinNeuroscience,Jolin^^^ 

Wachstum^al^d innerhalb der Kultuien immer noch zahlreiche un4ffe«nz.«te emteyonale und mcht- 
neuraldiferenzierteZdten vofbandea. Zellpopulationen mit derartigen KontamiMUonen smd ftr 
S^^splantationen nicht geeignet. da undlff«enzierte ES-ZeUen zu Tbmoren Clbr^ '^T^'^^fn'^^^r^^ 
nicfat-neoral difliaenzifxte Doiwi-ZeUen zur Ausbildung nicht-neuraler Gewebe im Thmsplantet fQhren Okabe et aL irt 
«^«toStang«i. aus ES-Zellen Zdlen mil neutonalen oder glialen Eigenschaften m einer Rcmheit herzi^tellen. &e 
^e ^spS» ohne Ttanoibiidung in das Nervensystem und eine fiinl^onelle Aktivitat m ^ wie ^^B^^ 
Sdii^««S«toeinNerveozellersatenritNormalk^ durchdenNervenzellverlustbedingten abnormen \fer- 

''1^'^iungausreichenderMeng«ndefinierlerneuraler>foriaufe™^^^ ^ 
Tfe^dnesderlLplproblemefBr dieThmsplantalion vonffinBellen^ >foiiauf erzelten aus 
SS^^ HimgeiKewonnen. wobei beispielsweise filr die Thmsplantation ernes Paikmson-Patienlen Matenal 
v^K^meiLdictafEmbryonenertaderlichisLEinesok^^ 

n^fX ta^ide, dieBihandhmg dBer gtSBeren Z«W von Paridnson-Patienten auf Dauer zu gewahrleisten Bemuhun- 
SlTe^^S^^^Svocd^^Slantation in vitro zuverme^^^ 

Vwb^^^g^Onkogen-vermittdlelmmattalisieningsversudie sind aufgrund der finffltaung ernes ()nkogens 
toS^pllnSden Zdlen sebr riskant Der Umfang einer mogUcben Wa^mmsfaklor-venmttelten V«^^ 
\Sfe«eUen ist bislang mcht signifikanL Weiteririn hemcht Skepsis fflxx das mkorporationsvermbgen sol- 
cher ZeUen nach Ttansplantalion (Svendsen et al.. Exp. NeuroL 137: 376-388. 1996). 

ES-ZeUen stellen eiie inte«ssantc atemative Donotqudle fBr neurale Thmsplantote ^ Dies hegt daran. daB sid, 
diese ZeUen Obet lange Zeit in einem undiffiaenzierten. totipotenten Zustand ai groBen Zelhiieng«m >«™*fBn las«n 
^^jZauTFromERl to Embryo, Cambridge University Press. Cambridge, 1991). Dabei behalten siedieFahigkeitbei. 
Se<^^inlSg^w;bc.a«szu^re«zi«^.AI^ 

laif erzeUen au; ES-ZcUen h^steUen. \fefsuche, BS-Zellen mit Hilfe von •£ '^"J^^ f?T^U 

™n aL Dev BioL 168- 342^357. 1995; StraWng et aL, Mech. Dev. 53: 275-287. 1995; Ftaicbard et aL, J. CeU 

^ ?^3t8t-3m r^;Sl^«£i.Neu;oscL leTlOSe-lOfiS. 1996)e.gabenstetsgemiscHte2eUpopulanonai. m 
d^ennem^l &lten nur elnen "Wl der ZeUea ansmachten. Weil«r wurto Wsher mit Retmsauie f«^;^>^ 

keine neuralen \forlauf erzeUen ge»»icrt. In einer Arbeit von Dinsmo«e et aL t«niri«i derartige gemischte Pop«J«tio- 
^insGehirnQuinolin^behandelterRattenlransplantiertC^nnol^ 
. zeUenscb§digt und beseitigL Nach Thmsplantationbehieiteneinige dec ZeUM^^ 

^oneServadon defWrangergehirns dutch diese Zaien«ler gar ein^ vertaengegang«i« 
Himfunktion wurden bei diesen Experimenten' nicht beobachtet JDinaB^ et f^S^^/il-iif 
Die von Okabe geschUderteKultivierungplattietterEmbrycridBcxliesmir^^ 

fcrt bis zu 85% ZeUen. welche den \foriaufetzeU-MaAer Nestm eq>nmicren (Okabe et ^ Mech. 0«^^^59. S^ITO. 
1996). AUeidings ist auch diese Population nicht genugend rein, urn sie fiir rekonstrukdve Zw«*e zu teiOtzen. So bd- 
deo beispielsw4e in TTSFn kuWvierte ES-ZeUen nach -Bcansplantation prmntave ''^^''^'P^i'^^*'^^^^!^ 
aicht-neSales Gewebe wie z. B . Knotpel und Driisengewebe. Eine wctere ^ » ^iS^^SS 

in Anwesenheit voo bFGF ist mSgUch. ADerdings verlieren die ZeUen rasch ihie Mullipoteoz und diflEsienzierBn berats 
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nach weoigea Passagea Qberwiegend in Astrozyten aus. Die nicht neural differenzierten ZsUen konnten wahtend <H^ 
o^Nachteadies«Systeiiisist.daBeskein6efiSzientePtodukdonvonOhgodendiDzyte^ 

1l nach Wachstnnisfiktoteotzug-veniiittrfter Differenrierung aUein keine Oligodendrpzyten, und selbst nach aisatzli- 
<^ Gabe des Honnons T3 lieB sich nnr in 1-2% der Zellen eine Expression oUgodendiogliato AnUgene «»acbw«sea 
(OkabeetaL.Mech.Dev.59: 89-102. 1996). Was die neuronaleMerei^ienmganbeUuB^^ 

aL duichgeffihrttn Aibriteo keine Nemone beschrieben. welche TVrosinhydroxylase. ttohnacetyllranfera* °^J^ 
tonin p«rfn2ie«n. Stofife. die filr die Signalfibertragung in NervenzeUen von gr^Bedeutu^ «nd. Weiter wuid«» m 
Scsen Arbeit«teine neunitai Zellen eihalten, welcbe Ptripherin produzieren. Penphenn wird typischerweise von pe- 
ripheien Neuionen und Neuronen in mmstamm und Riickcnmark piodiiziert. , _^ ,• , 

^D^Erfindung Hegt daher die Anfeabe zugrunde. isoUerte. ffseinigte Vbrlaufe^Uen. nnt oeuionalen oder gl^aten &- 
genschaften aus cmbryonalen Stammzellen <PS-Zellen) insbesondete gereimgte Neurone und Ol^Uer^ sowie \ferfah- 
^^^^Uungd«neundenVbriS«fc«neninpraktischunbeg«nzt«M^^^ 

^gten Voriauferzdlen gelingt eine -ftansplantation ohne TtanoAiMmig in das Nervensystem und erne fanktjonelle Ak- 
d^tat in vivo, wie z. B. eine Rcmyelinisierung oder ein Nervenzelleisatz nnt N6nnalm«ung d«durch deo Nervenzell- 
v^^^S^n abnonnen Verfiidlens. und eine ^fcAessening derHierapie neuialer Defdoe. Die.Losung dieser Auf- 
gaben «agibt rich aus den Patentanspriichen, dex nachfolgenden Bes<*r«bm« u^ 
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Der hier verv^^endete Begiiff Astiozyt bedeutet eine Gliazelle des Nervensystems. ObwdewnFunkdon noch wenig be- 
kan^ist Die Fbrtsatze diS«r Zellen Widen einen Tfcil der sog. Bluthimschrank^ t^?)!^ 
kieislauf undden himeigenenFliissigkciten. Der bier ven»endeteBegnfFautotogbedeute^4|?^^ 
Sumstanunen. DeTbierverwendeteBegriffbRSF bedeutet ■3asicHb«*b^C3wwtbFac^^ 
tunBrfaktoi; der u. a. neurale VoriauferzeUen zur Tfeilung (Ploliferado^anregt Der 
Ztet^aryNeurotropMcFactorrDerhierverwendeteBegriffDMEMfla2bede^ 
diun,fl^utrid^tI^F12 (l : l).DMEN«F12isteinkonnneizieUeri.aiBches.f«r4esen^^ 
Medium und z. B. von life Tfechnologies. Nr; 11320 erhSlflich. Der bier verwendete Bcpiflf ^ bed«rtet "Epidemal 
Growfli Factor-. EOF ist ein Wachstunisfaktor. der u. a. neanle ^farlaufezeUen an; Ttahmg (Ptohferatio^ amegt. D« 
biex verwendeteBegrifFEmbryoid Bodies bedeutet im tWtand schwinunendeZ«sBaggr«satc.<te von mBak^ 

S^Sn fculdviei^ES-Z^en gebUdet werfen. Diese ^-^^^^^^^.^^^^^JI^^J^ 
bilden eine Vielzahl verschiedener Gewebe und v^erden deshalb als Emteyoid Bodies bczetchw*. D« bier >'^w«»dete 
Beeriff ES-ZeUen bedeutet Embryonale Stammzellen. ES-ZeUen fconnsm z. B. aus sdir ftflhen Embryonen imBla^r- 
steSium gewonnenen werfen. Es handelt sich um totipotente ZeUen. welcbe ab« viete Passagen in ein«mundiffi»- 
renzidten Zi^tand gehalten werden k6nnen und die FShigkeit bedtzen, in alle Gewebe und ZeD^ ai^di^Ma^ 
ren ES-Zdlen konnen aucb durcb Proliferation von Oocyten nadi dner Kemtran^piantalion eihallen werden. DoBe- 
siiff ES-Zellen bedeutet femer ES-ZeU-ahnliche Zellen, die aus embiyonalen KMniz*aien (embryomc g«an «dls) e*baJr 
^.^^ to verwendete Begrifif Feeder-Zellen bedeutet eine Zellpopulation. welche das VfiKteton «i« zu 
zuchtenden ZeUpopulation unteistiitzt Bdq«elswdse weiden ES-Zffflen vidfedi anf «nen> sus embiyOTafen Fa»oblar 
^n ^^^Tpeeder-Zelliasen gezfichtk Die Wer vetwcndeten Begriffe ITSFn und N3FL sind Medi^ die 
olS^^STabgewandelt ^(Okabe et aL. Mech. Dev. 59: 89-102. 1996). Dcx hi« y«««adete B^ ^ 
bedeutet "Leukemia inhibitory factor". IJF ist ein Faktot welcher die DiflFeiMZiaung von ES-2^ "^^^S^ ^ 
hier verwendete Begriff neurale \briauferzeUen bedeutet unreife ZeUen. welche die Rtagkeit bAen, re.fe Zelteo des 
Nervensystems. z. B. Neurone (NervenzeUen) und GUa (Astrozyten nndOligodendioaqrten) « «MldaL ^J'-'^^^^ 
de«e Beaiff neurale SphSrwde bedeutet durch Proliferation neuraler \fariaiferzeJlBn m senimfreien y fa chshnn 
tigcm !^um in unbeschichteten Zellknltuischalen erhaltcnc Zellaggregate. Der hier verwaidete Begnff Ol^^^ 
z^ bedeutet eine ZeUe des Nervensystems, die den sog. GUazellen untergeordnet ist Wichagste bekannte Rinktton 4e- 
s^ ZeUeri ist dieelektrische IsoUerung von Nervenzeilfortsatzcn (Axonen)rBabeMverdea die-Axone-von einw von den 
OUgodendrozyten gebildeten HuUe (MyeUn) umscheidet Schaden in d«- Myelinisierung 

den Erkrankuneen. Eine der betonntesten demyelinisierenden Btoankungen ist die multq>]B Skkaose QOii). Der hiet 
vervrendete Begriff PDGF-AA bedeutet "Platelet-Derived Growth Factor". PDGF ist «n Wachstnms&tao^ u. a. m 
Kombination irit anderen Wachstumfaktoren neurale VoriauferzeUen zur THlung (Prohferahon) aniegt PDGF kM^nt " 
Form der Kmeie AA, AB und BB vot Der hier verwendete Begriff toti-, pluri-, multi- und bipotaMe ZeUen bednitet 
Vbrianferz^en, welche in alle (totipotent), viete verschiedene (pluri- odar multipotent) oder zw« (biprtBrt)nMfeZeO. 
typen ausdifieienzierwi konnen. In der Neurobiologie werden bipotente ZeUen oft als Synonym fiir s<d«5he Viriaiiftanelr 
led verwendet, die noch in Astrozyten und OligodendrozytenausdiflBBienzierBnkennen. ^ ,. , t,- 

SomitbetriffldieErfindung gemaB Anspruch 1 isolierte. gereimgte V>rlanferzeUen mit neuronalen oderghakn Eipa- 
schaften aus embiyonalen StammzeUen (BS-ZeUen). die hSchstens etwa 15% primitive emboronate und mcht-n«inile 
ZeUen enthalten. Bevorzugt sind 'SforlaufeizeUen in Form eines ZeUrasens oder Sphaioiden. Besonders bevorzug and 
Vorlauferzdlen mit neuronalen. astrozytaren und/oder oligodendroglialen Egenschafleo. Feraer bevorzugt and "Sforiau- 
fcarzeUen. die nach PtoUferation von Oocyte. <fie duich Kemtiansplantation heigesteUt vtrurden. erhaltm wertoi. Femer 
bevoizugrsind-VorlauferzeUenrdie^aus embryonalen-StammzeUen-ertiallen werdai, die aus embryonalen Keunzelten 
(emhrvOTic germ ceUs) erhalten weiden. Besonders bevorzugt sind \forlauferzeUen. die von Sauger-ES-2feUen oder Sau- 
HerOocyten frtalten weiden. Insbesondere bevorzugt sind VbrKuferzeUen der Mans. Ratte. Hamster ^J^^^^f^ 
Primates oder Mensch. Femer besondias bevoizugt sind Vbriaiferzetten. die gentechnisch modifiziert smd. Besondere 
bevorzugt and >fedauf«zeUen in de%«&wener Form. Raner b^izugt andZdMbHotheken, um&ssend antologe und 

nicht autoloee ^MluferaeUen. ^ n •> 

Die Erfindnng betrifft femer genfiB Anq»nich 12 ein \fcrfehren zur Herstcaiung to 
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pln^bevoizuet ist ein Veif ahren. wobd «las WWAstomsEaktot-halnge scnmi&eie Medium m Schntt ^ WTOF um- 

Su^S'^en^ Anspruch 16 ein V=fehn« ^ HersteUung dcr gereinigten >fcHtuf«zellen orit 

vSSS^aus Schritt C-) in einem wdtenai Wachstumsfaktor-halligen sennnfieia. Medmm zu neurd«Sphaio.d« 
VorlauletzMira ausj>am J molifcrieren der neuraleo Sphacwde aus Sdiritt in emcm Wbdistmnsfek- 

JS^Z^I^^M^^^^ A^^g eines aus gUalen Cbrlauferzellen bestehenden ailrasens und is«v 
^^S^SS^a^e^^BevorzugtistWeinVer^ 

V^^^& die Zugabe einzelner Fatooten in eine astrozytare Oder oUgodendroghale R«*«'?«8«^«^ 
i^^^X Besonders tevorzugt ist ein \fecfahren. wobei das Wachstuinsfaktor-4ialUge s«imi&e« MednimHi 
^^.TwGF u^t^aner besonders bevoizugt ist ein \fcrfahien, wobei das Wachstumsfaktor-hattigc scnmifrae 
LtS^l'ScSJiSnd^cSdieWachsturS^^ 

nTw^ bevomiEt ist «n Vferfahroi, wobei in Scbiitt f) fur <Hc Induknon einer astrozytaren DiffiawiaeMg der 
-riii^^^^^S^^«^S«F) undfikdielnduldionund Ausr^ oUgodendrogUalerZellen das SchilddrOs«i- 
hSL^SS£^.S^eyomigtistein>fafitonindemdi^ 

•'"S^^'jS^S^V^H.ufe^"- kSnnen als Arbeitsonttel CArzceitm^) in ^edi^n^^c^ 
^,^^^0^ ist die Vferwendung der gereinigten neunJen \foriaufa™Uen^zur H^jsteUung ernes AAei^^ 
SSi.d^SzS'rbeiapie von neuralen Defekten. Besonders bevorzugt ist die ^emendung to ger^^i^ttd^ 
^^^^SenzurRek^stitution von neuronalen Zellenoderzur Remyelinisierung demyehnisierterNeivenzeUen mit- 

'•^^^t^S^S^r^e^rdtudonneuronalerZelleo.welchei^ 

^iSS^^^to^fsnlagebedingter). hypoxisch«. mctaboliscber. infekJioser, neoplastischer oder toxis^er Scha- 
di^Z^^N^TiS in ihrer Fuid^gestort oder ausgefallen sind. Bevorzugte Scha^gungen des Nerven^ 
S^^^S^eSn angewandt werdin kann, unrfassen unter aoder«« traumatische Hrn- und Ruckcmi^ 
t^^^~«r te*Lische und h^hagische Infarkte von Abschnitten des Nervcnsystems, M. Parkinson, M. Him- 
ri^^A^^a^ebedingte ^hien insbesondeie des Kleinhims und des Himstammes. Motoneuron^ 
K;iii2^^e^nrMusk^.rophie.WciterbcvorzugtistdieR^^^ 

^^^Ed^iSIdolDldschen AUeningsptozesses in ihrcr Funklion gestort oder ausgefaUen smd. Femer msbesontoe 
*^^r^fcK3£^g dem?eS^ Himareale. Bevorzugte Scbadigungen des Ne--sys,ems^Ae 
d^TwStoitotfordK verfahrensgemaB gewonnenen glialen \forlauferzeUen als remyeliDmecende MaBnahn* ange- 
;^2r;;;SS^^lfassen uSter an^ien die multiple Sklerose (MS), die Adtenoleukodysttophie sowie die Peh- 

"X2^S^^Str2?^^^ung der neuralen VbriMufer2enen fOr zeUvermittelten Gentransfo in das Nervensy. 
s,.^^SS^£ngendesNfrvensystems,aufdiedieTbuisplantationderverfahr«^ 

?r^S^^ento Fi^lines zeUvermittelten Gentransfers anwendbar sind, umfassen unter anderen msbesondere 
-- a^rS^S^Snaefaaen-teuhetid^abol^^ 

sJmT Dfe«find.S«naB«=n \farlauferzeUen k6m«. femer fur die in vitro Ptoduktion von klimsch und gewerbhch 
oiild>aiea Faktowai z. B. Polypqptiden benutzt werden. 

Die Etfindung wild duichAbbildungen writer Mlautwt , '„ cct-.ii^™ a 

STlTlfat^schenBitisciieDarsteUungCeinFBeBscI^ 

^SS^^M^^^ES-Zelten weiterveraibeitet oder in flOssigem Stickstofftiefgefroren werden. B zeigt ES- 
^^of^H^bK^chteten FeederzeU-foien Zellkutairschalen. C zeigt Embryoid Bodies, m denen erne begin- 
^^^r^St^rS^eS^n (schwarze Kreise) stattfindet D zeigt plart^^ 

^S^SST Medium enthaU. Dieses serumfteie Medium begOnstigt das tJberleben neur^ ZeUen 

S?^^SS)EzeiJproUferi«teneurrfe>forl3uferzeUen,dieinein^ 

Sfo^ ifcdi.^) in Anwesenheit von bFGF weiter proHfericren. Fzdgtprolifcnerte neurale ^for^aufer^Uen^ 

SS^wS««^actetumsfaktor-^ semmfteien Medium (sog. NSEFLMedimn) u. Anw«enheit vonbFCT 
J^^TetoSri^- G zeigt ptoHfiSiatB neurale AfodSnferzellen. die in einem weiteren Wadistmnsf aktor-hal- 

-ffi5n^^effiL-tsog.^M^um)-iB-A«wesenhdt.vonJ,KJF-undEGE^ 

Ugen " , ^ . weitewa ^^fechstnmsfektor-haldgen serumfteien Medmm (sog. N2FP Me- 

Sfia^/^S v^^ tll^v^^erie^. Nacb 2 P^cn in 

S^eS^deltansplantate verwendet oder fur eine spai«e >ferwendung in serumfi^iem Gefhermedium tiefge- 

^iTSrine schematische Darstellnng (ein FlieBschema) der Gewimmng neuraler SphSroide und der daraus abge- 
lei^' ^S^-^- BS-Zaien. A to E sind identisch mit Abb. L 
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ten Zellkulnirschalen etablierte neurale Spharoide. di^ in einem weitercn Vfad^tmos^sbx-hdAg^sejia^^Msr 
di»m (sog. N2EF Medium) in Anwesenbeit von bFGF und EGF proliferieien und auch kryoton«rviert w«d«i 
oS^e in vitro Dififetenzierung solchei Spharoide duich Wachstumsfaktofentzug. wobe. mfe Neuione Astr^^ 
wSgodendiozytenentsteben. HzdgtdieTtensplantatioD solcherSpl^ioi&indasN^ensystenvI^gtdieEn 
n«X«vK«2ellpopulationen in Form sog. Ibudnlown Kulturcn. IBertei werden *^ ^ «*f ^ ^ph*- 
Sdte ^Anwesenhdt ^nWachstumsfatooien solange gezuchtet, bis sie begmnen. sich an unbcsdnchtete Zdlkutan^- 
^S^^aA^K^ gliale XforiauferzeUen aus den Spbaioiden auf die Zellkultursc^e auswandem. K ^elgt, wie 
o^Entfemeo der adlfi^teD SphSroide die auf die Zellknltmschale ansgewanderten \fori&ufer2eUen m Anw«enheit 
WWachslun«aktorenweiterproUferiert werden. Die inlund KerzeugtenZeDenkennen kryokonsenaertw.aden.Fer- 
na ist es mSriich, die in K gewonneneo gUalen Xfodanferzellen ins Nervensystem zu transplanbraen. L und M zogM, 
ducch ZuMbe von CNTFodaT3 und konsdnitiveoi Vfechstamsfaktorentzug eine astrozytare (L) odwohgodendro- 
elialB cm rHfferwizienmg der aus ES Zellen gewonnenen gUalen Wanferzeiko uKhmat werden kann. 

AAbsSzeUkutoili voo neuralen \forianfeizeUen nach in vitro Proliferation undDifierenzierung v^ ES^en. 
A B ^ aus Jl-BS-Zelkai abgeleitete neurale VbrlSufazellen wahrend der Ptobferation in N2FP Medium m 
Jt^lStTu^i^C^AeineoHgodendro^ 

S«W^L«fakloien bFGF und PDGF. Zahlnriche ZeUen exprimieren das obgodendro^e Mark«anUgen 04^ 
C L Sie Immunfluoreszenzaufbahme. D ist die to«espondie«nde Phasenkontrastaufaahme. E und F zeigj «ne ^ 
zv^Diferenziening von NZEP Knltiiren. Vier TSigp nach Wachsmmsfaktoientzug b>ssen sich Mhlmche C>FAP-posi- 
STL^S^n nachlcisen. B ist eine Immm.fln««2enzanfeahme. F ist die koriespon<he,cnde Phasenkontr^- 
cS H zeigt eine neoionale Diffeieozierung in N2FP Knlturen. Zusatzbch zu ohgode^roj^en mrf astrozy- 
Z^&Ue^fa^i^nachWachstunBfadoB^ 

Scbe^^iession des neuronalen Maikeiantigens fHn.1W.uIin. G ist eine Lmnunfluoreszenzaufnahme. H ist 

IkanspUuitadon von aus ES-ZeUen gewonnenen glialen 
VforiauferzeUen. Die glialen VfarlSufiazeUen diffaenzieMi nach -tensplantetion in fetates Ratt^getom m Ohgo- und 
DiVaus ES-Zellen befgestdlten Oligodendro^yten myelinisieren das Empfangergehirn^ (A) zeigt von den 
^la^tierten Zellen abstammende Astrozyten, die nach intraventrikuiarorTl^ 
S^^nchymeinwandern. For dieses Experiment wuHleaNZpKnlm«^ 

triSuvstein 17 Tage alter Rattenembryonen injiziert. Die EmpfSngwlieie wurden dra Woch«i nach der Oeburt analy- 
riS /^n Nachweis der Donorzeto. wurde ein Antikaper geg«. das Maus.»pezifische^a^e AnUgen M2v«?^ 
drkm6berenBadrandistderim\fentrikdzue*eimen.(B)zdg^ *f T^^^^ 
dfcG^W^deeinerneugeborenenRatte.DieZenenwan«amBmbryoD^ 

gers implantieit worden. Die DarsteUung erfolgte Ober eine ln«=r*»<!«ff°«;^^:^^ 

d^Maus-spezifische Antigen M6. Die Zellen weisen eine charakieristische astrozytare Morphotogie auf (C) ^Stlnkor- 
S^tio^^s^ZeUeLbgeleiteten01igodendiozytenindie«nteren>««ha 

f^mvel^fizienten Ratte, welche am Embryonaliag 17 «De intraventriknlSre Ihjektion emcr NZH* Kuteur erhalten 
^KeSS^en sind mittels einerDNA in situ Hybridisierm^ mit einem DNA-Sondenm^eknl geg» l^^^ 
SnJDNAidentifiziertworden(schwarzgBfaibleZeUkeme).Dieink0^ 
SS^z^^^Bnisi«=»n.DatnyelindefizfcnteR^ 

L^SZTemLb miteinem AntikorpergegcnPLPnachp^ncsen werte. (schwarzeFortsal^). q>)^^«~Nahant 
^t^nTd^ aus ES-Zellen abgeteiteten myelinirieienden Oligodendiozyuai nach MtorpOTation m «tai HjTpothalamns 
e£2rSe^tS^£c!^|e^eres. Man Ltennt deutlich den hybridisierten Kem und die PLP-posidven Fbrtsatze u. 

'^Ibi^SSi^ri?- BS Zellen gewonnenen neunden SphSroiden und aus ihn«. ge^e ZeUpopulado- 
nen A ^rt 5 -Rge alte. aus der ES Zellinie Jl gewomwne neuiale SphSroide wie sie z.B. far die Tiansplantanon ms 
N^^Sm S^end^ werden kiJnnen. B zd^ zwei ^(fochen all^«« Jl-K-Zelten gewonn^ "^f^^ 
o^St einem Antik6rper gegen das typischcrweise in neuralen ^ferlSofazellen expimnertelntermeAarfllamentNe- 
fto ai^tS^Z^untoh JeS die SphSroide eine makioskopisch sichfbare GiJSBe caeicht (taima.fln«««^^ 
? unTo^^en 5 Tbge alle, aui der ES Zellinie 07 gewom«ne neurale SphSroid^ welche m mit Polyo™ttan 
u^HbionS^^hichteten Zelliulturschalen ausgesSt und fiir weite« 5 TS«e ohne Waciu«amrfaktoren kultiviert 
worden waien.UnterdiesenBedingungendesintegrierendieSph5ioide und dif^^ 

^ in D eine Doppelimmunfluoreszenz-Untensuchung mil Antikflipem g«gea das i>««««te Anbgen p-m.-Ribuhn^- 
lo^Sienal) und das fur neurale Vbrlanferzellen typischeInterm«ffiirfilamentNestin (dunUeresSigmiU^ 
SKr^o^ndierendenPhasenkontrast-Au&ahme(C)mBterkem^^ 
£7ine,^^^Markerexprimiert.EundFzeigteinefur7T^^^ 

^n Wachstumsfaktoren differenzierte, aus der ES Zellinie Jl gewonneneS ?ee dte «uiate SpMroi^Knto^ grfa*t 
^t An^rpem gegen den neuronalen Marker Microtubule^AssociatedPtotein 2 CMAP2; E) und den Neurotanismtta 
SB^^^^^«^r«zenz-Aufeahmen). Es ist erkenntlich. daB zablreiche N««ooe d^ Neurotmnsmitter 
exprimieren ZeUpopulationen. welche reich an GABAergen Zellen sind. kSnncn fOr die ThiMplantahon vonM. Hun- 
S^P^enlS^ndetw;rden.GundHzeigenZeUenderselb»»g^^ 

naKlark« Microtubule-Assodaied Protein 2 (MAP2; G) und den Neurotransmilter Olutamat (ImniunfluaeszBm- 
Aufnahmen). Es ist erkenntlich. daB zablreiche Neurone G^-*^;*^^^^^ 
zwei Woch4 auf Polyomithin und Hbronektin in Abwesenheit von Wachstamsfaktoren diffcwaaerte. «« ^ Z^i^ 

g^onnene 5 Tage alte neurale Spharoid-Kulnir; doppelgeSrbt mit Antik6r^ ge^ Ae nej««den i^ti^ 
ffl-libuKsbunentail Farbung in Zellfortsatzen) und Synapsin (punktfSrmiges Signal den Fortsatz« antoflen^. Urn 
Se XSng der Neurone zu^unterstutzen. wurde wahrend der 1^ 5 Thge jter I>tf«renz.erimg d^ N«u:oU^ 
B^DerivedNeurotrophic Factor (BDNF)zugegeben (20 ngtol).&»tedamnthch.d^A^ 

den gewomienen Neurone sehr reife Morphologien ausWIden und erne Expression von fBr die neuronale SignalQbeitia- 
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sune wichtigea synaptischen Proteinen aufweisen. K zeigt eine auf Polyomithin ""^ I*«:?ektin^^^ 
ISSkto^Xleren2ierte.ausderES Zellinie Jl gewoIlnene5^SlgealteDeurateSI*aIOU^K»Jt^ 

^mrie Jl se^^ene 5 T^gc alte neurak Sphaioid-Knltui. gcfaibt mit einem Anlik5iper gegen den ohgodendrogiatai 10 
Si m K^Sinfluo^szenz-AufcLne vetdeuOicht. daB die a»s ES 2ai« heigesleUlen ncuralen SphSroide 

stc^un^ bcS^nen sog. Touch-down Kultuc Aus der ES-Zellime Jl gewonnene nei^ale SphaioiAs adh^™«n «» "^f 
!oW^lte ^Utatoi^en und es koumtt zum Auswandem zahlreicher glialer ZeUen aus den Spharoiden. Dms adhS- 15 
SS^SS^I^^^^ ErSchu ttdn leicht wieder von der Zellkulturschale losen. wobei^ rrfner gtokr V«- 
S^d£^t!Sei;,tBzeigteineInununlluo«^-Untersuchungeio« 

nenen gUalen VbdaifcrzcUrPbpulation nrit einem AntikSrper gcgen das neunde Antigen A2B5. Es ist erkenntlich. daB 
die eewonnenen dialcn \fariaufetzeUen dieses neurale Antigen expnnueten. . 

AWb 7^.fe Steuerung der gUalen Diflferenzierung von aus ES ZeUen gewonnenen ghsd^ ^farl«tf«zettea dun* 
7i..d«ri2^dBtomi HieitawuideeinerausderESZemmeJl gewonnenen sog. TbucWown Kulttu, wdcfte in. 
S^^S^^SSTi worden wa.; zusatzlich die Fakto^n CNTF (10 ng/nd) oder -13 (3 n^) zu- 

warden die Wachstumsfaktoren entzogen. COTF und T3 jedoch weiter t^^^ «ig^m. Na^ 
^^Ts^^^^^die Kultuien fciiert und nut Antikorpem gegen das astrazya» Antigen GFAP «ndd^ohgo- 

jr^'S£Si^S£^^t^^^w^^vpo CNIF bUd^ der Gr^teil der Zell^ eine 
XmLto^^mmk^primiettdenastiozyerenMarto In AnwesenheitvonT3 hingegen finden sid» zahlrache 
SJ^^S^^SS^jS^^SLphologie und Expression des oUgodendn,gKalen Makers 04. 

^T,^fS^n^™rfl Mffer^enine wmaus der ES Zellinie Jl gewonnenrai neuraten Sph8roiden m vitro (A 
unJS^'u^^^^^^S^I^fn^stemeinerlbotensaur^behan^^ 

undB) una "^"^"T^Tl!^ T>^ ffierbei wurfen 5 Tbge alte neurale Spharoide in das Striamm einer adulten, Iboten- 
2:Set^^S*iS^^^^^* -«*^ in vitro dutch Wachstun^fektorentzug fur 5 

^jSi^S^Stmteii^nAntikorper gegen den Neurotrans^^^ Sf^}^^ ^'^^j^^ 
i^^^ B korresDontotwide Phasenkontrast-Aufnahme). Es ist eikenntlich, daB zahlreicbe dM aus K ^Uen ge- 
t±S^N^i^^Xd^^^^tterGABAexpti,nieren.7WochennachIn4>lant^^ 
SS^^^^SantatndtneuronalerDiff^erungnachweisenCC^^^^^ 

5SSr^ ^^lantats. nut einem Antik&per gegen das Maus-^eztfsche neurale ^8^° ^6 grfa*t 

y^^J^LzciS. Man ertennt ein honwgen gefatbtes. in das Bnpfange^ 

Sri^Ste war auch 4>e ftnklioneUe Veibesserung anfgetreten. Das durch die Ibotensaur^on hervoig^ene 
I^^S™konDtenonnalisiert wetden. D zeigt von einem solchen-ftansplantat ausgehende. m das^fflng^- 
gSd^«^de Axone. AochUexbd handeUes sich um eine Immunfluoreszenz-Untersuchung nut einem Anhkor- 

'^/Ks^smaterial fOr die erfindungsgen^ neuralen VforWuferzeUen konnen embryonale StommzeUcn, z 

- -men-JV^-^^^ft^^^^^J9^5g-^ bis4 

^IL^wSS (Hogan et aL. Manipulating .he M<^ 
h^Press. New Ya*, 1994) Fetner fcOnncffl ES-ZeUen auch aus anderen Spczies verwendet werden. lypis^e Beiqpide 
SS'SXnr'uSen^ (Iam«comie et al. Dev. BioL 163: 288-292, 1994), Hams"^ (IX«tschnmn et al.. 
bSl 127^m-^^988) Vbgel (Pain et aL, Devetopment 122: 2339-2348, 1996). Fisch (Sun et aL. MoL Man 

S:?SeJSo.^^'m ?i95)fsch^ <^l5^^1^'il^'^r^99^^^- 
piod. FertiL Dev. 6: 553-562), Ptimaten (TTiomson et aL. Ptoc. NatL Acad. Sa. USA 92. 7844-7848. 1995) Oder l«>-^ 

'"N^'^ntrb^mlSSETdaB Embryonen und damit auch embryonale StammzeU* durch Tl^an^ta- 
tion^ll^™ au!z^ rines a»S«eHsifleno4anismusinunbe&ucht^ konnen (Wilmut 

^ Na^^ SlS^jT^ Fi^inFach^isterrichtHch. daB eine K^^^^ 

eS^RsgemaS^ vJrfahren die HersteUung autologer i»ural« ^fatUiufazellen aus <Kfferen^erten ZeUen dessel- 
bS^^^S^^tDadieErzeugung von Embryonen d«n±Ttemspla^ 
-----S^S^renlT^^tachtel^iS.^^^ Sauge^en»n ^edem ^^^^^^^^^SS^t 

Nature 385: 810-813. 1997). ist dieses Verfahren auch bei meoschlid«n Zdlen dD^fbtabaL ftrner kSnnen ES-Zdlea 
Oder ES-ZellahnUche ZeUen aus embryonalen Keimzellen (embryomc g«™5^«*?"^''";f^- ^irf.Wn in f 
^^^-ZeUen abhangige ES-ZeUen konnen dann z. B. nach dem von Okabe et aL beschn^enen >ferfahien inOe- 
latiSSfchteterSchalef Lgesat und anschUeBend in unbescbichteten Petiischd«. in der Abwesenh«t von 1JF«^ 
SS^?S« a^giert we4n (Okabe et aL. Mech. Dev. 59: 89-102. 199«^ 

^Kendann arf&Utaillurschalfin aiisplalliertundf0r4-8'ISigein dnem senmifieien Medium (TTSFn Medium) ge- 
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zachtet werien (Okabe et aL, Mech. Dev. 59: 89-102. 1996). WSIuenddieserZeit kommt es zu massivemZelltodunter 
" nSStSd torrSFD Medium koonen die ZeUen in eine Enzdzellsuspcision ^["^ j'l:!*^ 

S^^^^.S^^^etSWe«donsfahigkeitaus.Daserfind«,^^^ 

u*^I^™^«i^elldbeschrid»nen^OIl^Kultu^ nacheinandMin veischiedeDe swumfieie, Whstwns- 

^^ ]^^£S^wS?S;r Phase konnnt es zu eine. sebr sUrte. Anr^cherung ^t^^ ol.^ 

*St[SSS"inN3ELl^umkultiviertenZeUeninubKcher>Afeisem^^^ 

-JnTp^JS^romsion tritariert und in serumftdes Medium aberfuhit. welches z. B. die Wachstumsfaktoren bKJF 
^^^^^^SSSSiaL to diesem Medium werden die ZeUen bis zur Subkonfluenz als Zelliasen piopagiMC 
"'^.^'^S'^^^taSS^ zwei Passagen in diesem Medium fur TtenspUnlatiooszwecte vcrwcndct 

Die ^'^^r^^^i^JL^ AufranieiiDe kann iedoch dn zusatdichM Schritt durchgrfiihrt weiden. 
"^n m^SSS^^S Sra«* emeut in ObUcher Weise von der Kutarsctale abg^lost, in 
cin^^^JS;^!^^ SLi«t. and emeut in «nem serumfieien Medium ausplattfert werden. das erne zweite 

^Sn^^Sr^S^ n.S'^SS^ ^teren Passagen in diesem Medi^ ^.^orfc 

Die so ettoltcnen " „ Ptooulalioa ans wetametea neuralen \briaufeizBUen. die direkl oder vor- 

werden. Nachetwa^«P^«»«^^P2^^^ 

zugsweu* nach ^^;^^^^^„er Luen. welche die Kultuischale in Form eines gleichmaBig 

man erne h<>«f»g«''^I^^^^^^'2^*^SS^d^m&i^ 
vertejtonZellx^^^^Zu4««a.^a^l^ 

werden, ohne mre . DifeienzienjnB in vitio. Immunhistochemisch lassen sich dann ne- 

'''^irts -Rgen in N3FL Medium beginnt ebenfaUs die eigenOiche Beieitstellung gUaler und neuronaler >forUufer- 
zellpopulationen in Form ^^^J^J^^f^^^i^ kullivierten ZeUen in ubUcher Wfcise mechanisch von 

d^^u^SlTS^'I^S^lS^S^?^ 3S*in unbeschichteten ZeUkultu^chalen in s»um- 
^•^iS^m; I^W^^^Tb diemchstumsfaktona bFGFund EGF enthSU. Dabei entstehen mnethalb we- 
S^rT5SSS£^ajS^(a«iSleSpharoide).wek*ezumfi^ 
40 SSKS^he^&i^SplHir^dekSonenfai^ 
Biff^erteneuraleundnichtneuraleZeUenzeigeohingegeod^ 

'"iSdsl^Set^Va^ridegebildethaben. werden diesederK^ 

tuSSn^S^sK^SpLoidek6mieobe«itsnachwenig«(5-7)lS«enfur^^^^ 
45 ^^ m^^^n^^ in den SphSrolden enthalteneo nemalcn \foriauferzellen m .erfe ^e^ 

Ste toSfang«gehim imi«vi«en. Undififeienzieite Ueine Sphitaride konnen m semm&mem Geftiennedium m 

S^^«i^mSd^^S>ienwerfenundzdciiiemspilUaenZeilpunktatf^^ 

D^SS^^h in vitro induzie^werden. Hi«zu werden die Wachstumsfekto^ ent««en und 4e 

Soh^iStaT B^Solyomithin und Fibioncktin beschichtete Zellkultun«balen ausgesat. Ehe S^anndc heften sich 
50 d£^b r^e ^adie der Zdlkulturschale an und WWen neben Nestin-poddven neuralen \fedaufo«»U«o Neo- 

™^^^ro^undOUgodendrozyten.Diea 

^r^Str°rl nl-^nalerSer, beispielsweiseMAPZ, JV-m-TVAuliD^ Sym^. Ch°'^''^<^y^,^^f^^ 
ren oanneinc Ti <-;i..,„™o. «terotomn Pwioheiin und Calbindin. Ke Ausreifung und das Uberleben d« au^ 

^^SSi^^h'^i^^^Nr^i^^-B.B™^^ 

un?^FeSw>SuspensionsknlmrgehaltenwenJen.DieSphaioidekBnnend^ 

"t^SSi^t ^o^t^nt'solchen Bedingungen zu einer 
« »rtl^^ff«en^eranB von ES-ZeUen in fteischwimmenden Spharoideo macht es plqrsikahsdi moghch, ans ES-Zellen 

Wff^^T^on einer Kulturschale anhaftenden N^euxonen mcht mo^.^ 

tenden FortsatK^beim Ablosen in der Kegel beschadigt as. raffed 

\^^der letzten Jahre sind zahlreiche Faktoren identifiziert wotden. die m 
« vonN«^^^Uverbanden einzuwirken. Solche Faktoien kom^n beispielsweise im.ert.alb von Nerven^ebe «ne Pote- 
65 X??"^*^? T^rTJ^ Q„w..«leheisiMelsweiseEezdEt,daBdasProduktdesGensSooichedgehogmNervengewebeei- 

^•^t^^SSp^^^S^S^rf CenSl: 747-756. 1 995). Esistzu«war.^.daB derange Rk- 

^:StSSa«ES-Zcllenhe4estetttenneundenZeUveiba«^ 
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^*jS^t^SS,)7^d.t wenlen. Nach AnheftenderSpharoide wanden, ZeUen voo gJ-^^Ma^ 
mjt {.wsm *!r ' zeukuitunjiatten aus (sog. Tbuch-down Zellen). Die Entstehung dieser Zdlpopulahwi 

?T^^^^™^^Zt«fflien. die sidi durch ein staikeies Adhesions^ und MigraQonsverhalteo auszeichnen. 
iSSe^^S^^JiSl^nde Sphtoide konnen als Geoeratoren fur gUale ^l^^^^^ -"^e 
Solche ^°»?»-*^*^^^ Zeit (< 1 lig) in unbescUchteten ZeUkulluischalen kulbvieat. Sobald sich ghale 

Dei^g f*r^„^''S5^TS^^ 19^mid diffiieien nach Wachstumsfaktorentzug in Aslrozyten und 
^oJli^^ So sich dann MaAerantigene fur Oligodendrozy.^ ^B. 04) und 

Ai^^^SG^)^^^^^^S«««i«^ Tbucb^wn ZeUen" kJJnnen in senmifieiem GefriemieAum m 
^^s££o^^£^^ ohne ihr V^^^ «nd pi£Fere«zierungsvern«gen ^ v^ren. Deamg ge- 
nussigem » -uch fOr -Kansolantationen ins Neavensystem verwendet warden. 

^l^iSScT^SS^^i®^^^- SchilddrDsenhonnons T3 wS^nd 4eser 

^! JSTrt^^Mva^SS^^^ginOUgodendiozyten. Die Zugabe von senmdiatogem Medium wahtend 
!^„S^^^^^ES^nd5^ ei«H^ Anstieg der Zahl astaaytSier ZeUen ui diesen Kukur^. 

*^ ^ T^^^I^!iSSh^die iiefioRben und wieder aufgetauten nemalen V>rlaufer2eUen ebcnfalls fSir 
TrSrsS^^^^end^^SSS^l^ Zf neuralen V.^er«UpoHado. 
Ir^Sn^a^^taolSweisedurchgefiihrtenAuft^ 
mogenePopjiladonHpotar^b^ 

BeSet^dS^^^SS^^S^^ iSS^Zei^ des «findungsgemaBen Vferfahr«u, d^h 

SsSTsutsfe^^w^^^ 

l^renSwebe zuriilireifen zu miisscn. Die erfindungsgemSBeo nemal«« Aforteuf^zeUen konnen aus Kj-^etu 
n H , vrL^r^B^ HaiMten VojwL Rsch, Schwein, Rind. Ptimatei od« Mensch eihalten weiden. Die ES-ZeUen 
k6^aS?&Se?S^^aSiryonen g;.^ w«den. Rmer kfinnen die ES-Z^Uea <to:h Pjphf^ 
d™^yS g^onnen werden. Die Oocyten kon^a, z. B. cntkemt und xmt .to«n ^"^^^^^^^^ 
^^ JnO^ebB iniiaert werden. so daB autologe Oocyten zut Gewinnung von ES-Zaien verwendet werden. 
b^^SS^e ^^kLien auch ai^cS^ Keimzellen (emb^c g«m cells) '^^^^ --^^ 
B^^f^»rt«™Z; ferrier in QbUcher Weise eentechnisdi mocfifiziert weiden. ZB. kann durch homologe RekonAinalion 

'•-i>a^zr^s^2.^uSe?u;d^^^^^ 

«S mSS^ a^ ^^^-^ gUalen ^fariauf«zeUcn «. eihalte.. In V«*«.dung nut dem 

S^^W^iS^erhalien neuronaler und glialer >forKuferzellen kann dies beisi«d^ dafte h«nu« w«- 
S^^^Ab^taitte ctes Nervensystems tmt genetisch nKxBfizierten \forBnfcrzellen zu bes«deln^»dche IcMal 6^ 

f^^3^Sdtuiereao<^P»>lypepda.ndtprotektiver^^ 

l3fizie.barkeitderZeUenkann_.auch_dazu^benu«w^^^^ 
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^:AV^.4>or4roif H^r Zellen kann auch dazu benutzt werctoi, me lixpression voa rto»iwBuuB»»^«»».«w«^ 

S^^tSeS. dLSladon der entsprecbenden C3ene zu besdti^ was emeo taeiten klinischen Bnsa« 
von aus ES-ZeUraiabgeleitetenNforiaufeizeUcn ohne InununsupprESSioneriaubt ™. . 

^^e^^K^enifien neuralen ^forlauferzeUen konnen als medizinische Arbeitsimttel zur -^^^^^^^ 
DiSl^w^^twetden.EintypischesBeispielzurVerwendungdererfindaingsgen^ 
^S^S^iS«nde^enteroderv^g«gangpnerN«^^ 
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Urn bcispielsweise veiiotengegangene Neurone zu lekomtituiaen u«d damt verbun&aie 
bessem. werfen z. B. die erfindungsgemaBen Spharoide nach z. B. 4-7 T^enm Suspe«aoDstadtur m tetonr^^ 
inmlanti«t,welcheeiDenVeriustyonNervenzeUenaufweisen.InderaitigenTta^ 

^ OpeBtion ausgereifte NervenzeUen beobachten, welche das Empfangetg^ umervjaen. Die von den «n^^ 
tierten Ifcuronen ausgehenden. in das ffimgewebe des Empf5ngeis ein^r«senden Axone konnen z. » • ^^^^^ 
gegen Donor-spezifi^he nearale Antigene identifiziert werden. Diese Rekonstatution neuronaler &Uen ist 
r>i« laBt sich ^spielsweise durch \ferhallenstests an Ibotensaure^l^haDdellen Rattt» vor u^^^ TVansplmon be- 
leecD IBeibei weiden duich stereotaktische Injekdon des Neurotoxins Ibotensauie in das Stnatum zunachst groBe Men- 
fi« striatakr Neuionc zerstort. Der lesultierende Defekt hat AhnUchkeit zu der bei Menschen auftreteoden Huntmg- 
^•Xn Erimmkmig. weshalb dieses System auch vielf ach als TlennodeU fur die Huntington'sche Erkrankung benutz^ 
wiid.NacheinseitigaIbotensanreiasionlaBtsichindenoperiertenTlerenau^ 

Meklion bestimmter Drogen, z. B. Amphetanrin. ein Rotationsverhallen induzieren, welch« auch quantifizi«bar isL 
Bhi NcrvenzeU-reiches Ttensplantat ist imstande, das Rotationsveihalteo zu norniahsieien. Dabei scheint msbesondere 
die Zabl der imltansplantat verhandenen GABAergen Nervenzellen von Bedeutung zu scm. Das IbotenMur^I^ons- 
Boddl der Ratte nnd dieErfassung der fiinklioneUen Kapazitat neurater Ttensplantate uber cine Analyse des Rotabo^- 
vertialusns der Tiere sind Stand der Tbchnik (BjStklnnd et aL, aus: Functional Neural Ttanq^lantation, Seiten 157-195, 
Raven Press. New York. 1994). Werden die crfindungsgemaBea neuralen Spharoide in das Gehitn nK>tensaiire-beha«icl- 
terRatb«toplanliert,konimtespostopeialivzuelnardeulEchenBe8seningdesabno^^^ 

vemisachten Rotatioisveihalteos derEmpSnget Ttensplantationen von z. B. neural^Zelfeo ins menschhche Nervcn- 
svstem and heute beicats klimsch durdifahibar (Olanow et aL, TINS 19: 102-109, 1996). 

^.^r^Sn. entwederaus den neuralen Spharoiden oder aus dem Zellr^ hetgesteUten ghaten Voriau- 
fiazeUenkoDnra^djenfalls alsmedizimscheAibdtsnrit^ zurlherapie von neuralen Defckten verwendet warden Em ty- 
Ses Beispielzur Vfarwendong dererfindungsgemaBen gUalenVfoiKuferzellen ist *f R^y^^^S^y^?! 
teHirnabscLttedurchtransplantiertcw»iiate\farlfiufcrwUeo.Dademyehnmei^ 

schnitte des Zentoden Nervensystems (ZNS) mileinbeziehen, konnen die erfindungsgemaBen gLalen AfoitaiferzeUen. 
welcbe sich durch ein ausgeprSgtes Wanderungsverhalten auszeichnen, ins ZNS trangplantiert wraden. Daba ^ 
toS^Injektion g«fl^^ groBeAbschnitte des ZNS nritdiesen Zellen zu infita^ 

myelimsienmg zn erSchl.. En typisches Beispiel dner n«glicherweise derartig therapierbaren Erkrankmig u* die 

multiple Skle^se (MS). Bei dieser Eikiankung. deren l>athogenese noch ungeklart ist. kommt es^scherweise «i em« 

mulltfokalen Demyeliisiening verscWedensterHirnAschnitte. Dun=h die Tfcir^lantalion der 

ralen VbrlSuferzelten kann eine Remyelinisierung solcher Defeklc bewirfct wenien. Das ausgq,n«te '"^^^J^T 

ten der crfindunBsgwnaBea neuralen \fadaif«»llen kann dabd derartig ausgenutzt werden. daB voo ein» od« w«ngMi 

ImplantationsstellenanszahlreichedemyelimsierteAiealeeireicte 

Vm beispielsweise eine Myelinisiemng myeBn-defizient« Himabschmtte herbeizufiihren, werden die noch unter 
Wachstumsfektor^Behandlung stehenden aus Monolayem (Zellrasen) oder ueuratei Spharoiden gf^o^enen «fin- 
dungsgemaBen Zellen z. B. trypsinfiei von den Knltarscbalen abgdSst und zu Em^treUsuspemion tnto^t^^ 
den difse Zellsuspensionen in myefindefiziente Gefaiimegionen imphmtiert. lassen sich beispielsweise etwadna^en 
nach ImplantatioTvon den implantierten Zdlen abstammende Oligodendrozyten und Astrozyteri nachwcisen. Die Mye- 
^eniSg der Nervenzellfort^ des EmpKngBS UiBt sich durch eine von den DonoizeU«i ^ehende finsdh«»du^ 
dieser Fb^tze nachweisen. wobei in diesen Einschddnngen Mr Wtyehn charatoer^ti^tePrcrt^e mm^^^ 
misch nachgewiesen werden konnen 2lB. basischesMyehnprotein O^IO undProtoohpjdPt^ 

Die erfindungsgenaBen neuralen MrfSuferzellen konnen femer fiir die in vitiD RrodukHon von khmsch und gewe*- 



4S 



SO 



lichnutzbarenFaktorenz.B.POlypq>tidHibenatztwwden. . _ . ^ 

Die folgenden Beisiaele eriSutem die Bfindnng und sindmcht als emschiankend zu verstdiMi. 



1.1. ES-ZdlPltDlif«ation 



Ti TJ«^'7i-iicii a i et al Cell 69" 915-926. 1992) wuidcn zui^chst anf ranem Rasien von mitotisch inaklivierteo em- 

bry^Sn'S'^b^lt T.Z^f^'(^^T^r^^.^Vi96^ '^'T^'^^l'^ "T^J^S^ 
iSe TechnoloEics Nn 10119) in Anwesenhdt von 1.000 mnl UP Oife TbchncAogies Nr. 13275) nadi Standarfme&c^ 
iimo^^^^IW^pu^S.gtheMouseEmbryo.Co^ 
55 Sl^«tWeU&^Mediu^Standaidkonzentrationen(Ota^ ^'^^^''^^f 
^^Ji^iShnologiesNr.lU40)undderNukieosideAd^n(^^ 
6264) Cytidin(SigmaNcG4654).Uridin(SigmaNtl^3003)undTbyrnidin(SigniaNr^9«^ 
caotoe&l^Ste^n 1^7522)^0 idmLgi^ H-^T^i^ 
in r„ Mg«id«. S^hritten wurden die ZelteTbei 37-C unter 5% OQz bei gesSttigter Luftfe»chhgk«t 

60 (>8S%)kaltivieit. 



-luL-EntfistnungjderJfeedK Zellen . 
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Sobald die ES-ZeUen subkonfluent geworden waren. wurde die Kultur einmal mit aW%^^ 
und^e Zellen dutch Zugabe einer L^ung von 0,05% TVypsin (Life Tfechnologies Nr. 35400) und 0.04% EDTA in PBS 
abgelost. Die ZeUen wurden dann mehrfech durch eine Pasteurpipette zu einer EmzelzeUsuspension tntuneit imd das 
■IWpsin durch Zugabe senunhaWgeo Mediums neutralisierL Hierbei wuide der TJ^jsunifeung aquivakate Menge 
te^g verwcideten MediuiJ zugeselzt. Nach Zentrifugation (5 min. 300 x g. lO) wurden die Zaien in dem bisber 
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verwendeten Medium anf mitCW* Gdatine (Sigma Nc G-2500) beschichtete 6 cmZeUkultmschalHi ausplatiert(ca.6x 
itf ZeOm i«o 6 cm Sihale) und unter Anwesenheit von UP (1 .000 U/ml) writer geziichtet 

13. Ifostellung von Embryoid Bodies 

SobalddieZeUenenwitsubkonfluentgewoHien waien («4wanach 2-3T!igcn) wuicteo sie J;^ 
vooO 05% -nyprin und 0.04% EOTA in PBS (ca. 1 .5 ml pro 6 cm Schale) von der teUiline abgelost ^ach Ablosen der 
^ZdUKoiS^wurfe das Tiypsin durch Zugabe von DMEM-Medium nrit 10% FBS neutrahsiert (ca. 6^ ^iP^^.^" 
^^^^^^^^ 6b«. Lchriebenen Medium, enthalt aber nur 10% FBS und kejn UF). Dvese 
sSSs*^^ dami au^ unbescUchtete BakteiienkutoP-Ptetiischalen (Nunc Nn 240045) vertedt und m emem G.^ 
saiSvolumen von ca. 4 ml DMBMAO% FBS pro 6 cm Schale watta: kullivieit. 

1.4. naderen.der Embrymd Bodies 

N^h 3-4Tagen wuidendiesich gebildeten Embryoid Bodies du»d.einfe^(lxg) S«l^Utic,n to5 nnnineme^ 
50 ml Zelltantirohrchen gcsammelL Der Obetsland wuidc veiworfen und d» anbry«d Bo4« doart auf 10cm Zdl- 
SS^aS. verteill, daB nach Absenken der Embryoid Bodies etwa 50% der HW«d«Zelto^ ^"Vif 
^^bSBo<B«. aus ca. 4^ Baktmcnkulturschaleo rrichten in derRegd fflr tfe Beschidcmig «ner lOc^Zdl- 
Sdl^hSL aus). Die Embryoid Bodies wuiden uber Nacht in DMEM/10% FBS (10ml pK> 10cm Schale) knlliviert. 

13. Itansfer in irSFn Medium 

Am folgenden "Rg warden die mittlenveile adharenten Embryoid Bodies 3 X in DMHMm2 CD«jn>^^ 
gleM«SlmutritiLMixF12(l : l. l^e Tfechnologies. Nr 11320) Me^jmgewj^ 

mPn Medium pro 10 cm Schale zugegebcn. ITSFn Mediumbesteht aus DMEMfl^2. dem 5 jigtallnsuhn (Intt^E^Ifc 
Si) ^S^Apo-TWremn (toeigen 445275). 30 uM SelemmncUorid (Sipna 8^261). 5 l^fS^^ 
nd^ njfeSolSwNr. 33010) undPenicmin/Stieptomycm(100ro/minOOiigtail;ljfeTb«d^^ 
^^2f5.S^nST^ wurden ^7T^gein dieseiM 

wurde. Wihiend der Kultivicrung in ITSFn Medium kommt es zu massivem ZeUtod miter den m^t*«ratei 
[^^^S^Diffemnzierung in kleinen Gruppchen Uegender ^^uraler >fc.«-fer«Uj»L^ taerbeschnebeneEtabhetung 
von rrSFn Kuituien ist Stand doc Tfechnik (Okabe et aL. Mech. Dev. 59: 89-10(Z, 1996). 

1 .6. Tiansfer in N3FL Medium 

Die in mFn kultivierten ZeUen wmden mittels einer LSsung von 0,05% Hypsin '^,^0**JS?1?/S^^ 
Kultoschale abgcl6st und das Tiypsin duich Zugabe dner aqnival^nten Mengc 

FBS) neutralisiert. Nach Sedimentation (5 min. 300 xg, KI) wut<ten die ZeU«^ m Calci^ und ^^^^^^^^ 

B^Led Salt Solution (CMF-HBSS. Life Tfechnologies Nr. 14180) nrit 0.1% DNase(Wt«tbington Nt 2139) rEsuspen- 

d^(ca. 3 ml auf ein aus einer 10cm Schale gewonnenes PeUet) -f^dmitlBlfe v^ I^teurppetto. 

suswasion trituricrt Zu diesem Zweck wurden mehiere Pasteuipipetten vcrwcndet, doen Mundun^ ™*» 

SI *genH>det und verkleinert wotden wan^n (auf 0.8 mm. 0.5 mm und 0.2 mm^^ 

mehreieMale durch Pasteurpipetteo nrit abnehmender MOndungsgrBBe ^«iiH^onMgen-nul«^ 

riert Etwaige in der SuspensirverbUebene Zellaggiegate wmden v« ^««teitahandlmig der Susi^«^ 

^h™. n X 5 min^ ^ Boden des GcfaBes gesammeU und verworfen. Die ZeUen wurden dann zcadnfugwit (300x 
"5 u^in^m^o; - mOOoLllen/cm^.auf zuyor mitPotyooritt^ 

folgend^m Medium ausgesat: DMEMflT2 (1 : 1; life Technologies Nn 11320). 25 ^gtolIn«di^50|i|/M bomanes 
A^Sf^ 20 nM Pwgesteion (Sigma Nr. P-8783). 100 pM Putrescin (SigmaNc P-5780). 30 nM Sri«immchlo- 
5n^^^aife?-^logiesNr23017).Itm 

rekomWnantes bFGF (R&D Systems Nr. 233-FB). Dieses Medium entspricht dem von Okabe et aL gwdnlderten N3FL 
M^m^S^al. Mech. Dev. 59: 89-102, 1996).FiirrinePolyormtbin-B^^ 

^ Losung von 15 ug/ml Polyomithin (Sigma Nr. P-3655) in H2O fUr mindesteos 2 Sm^ geftUt A^sdUieBeod 
S^W^thiXfeung abgesaugt und die Kutairschale dieimal mit PBS gespOk. bFGF wu.de fighch «. emer 
Kidkonzrattatioo von 10 ng/ml zwgesetzt und das Medium jeden zweiten Tbg cmeuert 

Beispiel 2: Gewiimung neuraler \*Mi2ufet2ellen 

2.1. Transfer in N3EEL Medium 

Nach 4-5 "Rgcn in diesem Medium wuiden die ZeUen unter TVypsin-firien Bedingungen niechanisch von to Kultm- 
sc^gd^ ffierzu wuide die Kultur drdmal mit CMF-HBSS gespiilt. wobei der letzten Spulmig 0.1% DN^^g^ 
Me ZeUen wurden dam. mit einemZeU-mer(a«tarN.. 3008) von der P^ab^^^^ 
beschriebenen Modus mit Mlfe von Flammen-polierten Pasteur Pipetten zu «ner EinzelzeUsuspeiis^ tntunert. 
Nach ZentrifugatioD (300 X g. 5 min. wurde der Ertrag riner W cm ZeUkukurs^ 

bescUchtete Mlknldirschalen in N3EFL Medimn ausplatiert Dies^setete sich wie fo^ zusanm^n^^ DMEM^12 
a^TS ugftnl InsuKn, 100 |ig/ml Thmsfenin. 20 nM Progesteron, 100 pM Putiescm, 30 nM Setenumddond. 1 pg/ml 

n«r^oinbinantes WP Ot&D Systems Nt 236-EG). bFGF und EGF wurfeo uighch^ emer End^amtraHon von 
1 0 ng/ml fOr bFGF und 20 ngfad far EGF zugesetzt Das Medium wurde jeden zweiten Thg ersrtzt, wobei 
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d«n zwdten Medinniwechsel nicht mehr zugpseW waide. 

Z2. Transfer in N2FP Medium 

Sobald die ZeUen zu 90% konfluent geworden waieo (nach 1-2 Wbchen). wurden sie emeut uDter Tkyj^-fteien Be- 
din^gL^dt^nemZeU-liftermech^ischvonderKultun^ 

^^Td^rEmelzeUsusBension trituriert. Nach Zenliifugatioii (300 X g, 5 min. KT) wurde der Ertrag einer 10 cm Zdl- 
S^J^e to^^ ^TSoTyomithin beschichtete Zellkulturschaleo in N2FP Medium ausplaticrt 
^^^^n^rJ^^m^^N^S^mi- 1) 25 ug/ml InsuBD. 100 jig/ml -ftansfeirin, 20 nM Piogesteron. 100 |iM Pu- 
^ M riJS^BSSS^i-idllSs^tomycin (100 lU/^lOOMg/ml). lOng/ml humanes xckombinantes 
^u^lS^g^^S^SsSu«»esI^I^AX(R&DS>tems 
lich zugesetzt und das Mefium jedeo zweiten "Rg emeuert 

23. Passapoen in N2FP Medium 

Sobald die ZeU«i subkonfluait gswcwden waren. wuntei sie ttypsinfiei nach dem oben bescMebcnen Mwh^l : 5 
DaSSSuE^tiS^g der Mien in DNase-haltiger Pufiferiosung war hier meist eotbehrhch Nach mmd^ 
^P^S»««^^»»>dHXJP*aWgen Medium bestanddieP 

^^^S«de Ttansplantate verwendct werien konnten. AUemaliv komiten die ZeUen m diesem Stedium^ 
^^^SSS^Eel6st«ndinsetumfieiemGeMennedium(SigmaNi:C-6295)f^ 

nnliBivon aer '^'"^"^ . _™,alen \braufeizeUen in dem Medium kSnncn isoBert und in em Injekhonsme- 
aufgenommen wcrden. 

2.4. In vitip DififeBHizietung der neuialen >foriaifHzeUen 

Fiir die in vitro Diffeienzierung dar neuralen ^forlaufenellHi. wurden dicse nach trypsinfreiem Passa^eren in mit Po- 
ly^^^^cb^^ooJscbO^ « SOWger Kooflneoz auspUtliert und in dem unter Beispiel 2^genam.t^ 
MSTiSohne bPGF und PDGF. fSr weitere 4-7 Tiige kultiviert, wobei das Mediun. jeden zweitei TY^ «neum 
IJ^Toie K^torawurden dann in 4% ParaformaUehyd-Losung (Sigma P-6148) &aert und «n^Immunfluores- 
^U^KuSTirA^tikorpem gegen das oBgodendrogliale Andgen 04 (Boehringer Nc 15189M. ^J^^^S 
rfoVuSX^^ytare An^GW (Chemican. Nk: AB 1980, VerdOnnung 1 : 100) ™!«f°g«J*"^ 
L^i 4 TaEC nach Wachstumsfaktorentzug bis zu 32% d« ZeUen eine typisch ohgodendro^ale Mo^ologie mit Ex- 
wTJiTzu 49% der Zellen elprimi^n zu '^^^^^l^I^'^^^ ^^^^ 
welche das neuronale Andgen p-IE-Tubulin exjaimierten (Andkorper von BAbCO. Nn MMS-435P-250. VerdOnnung 

1 : 500). 

B«S|Bel 3: Gewinnung nearaler Si*aroide und daraus etobUcrter neuraler ^fadSuf^^ 
3.1. Etablierung neurakr Spbamde in N2EF Medium 

Nach 4-5 TYigen in dem in Beispiel 1.6genanntenN3Fl Medium wuiden die ZeUen '"'J^'^VP^f^^^^^P^^ 
u • ^ ^ H«r^^,r«.h9te eelSst. lEttzu wurde die Knltur drrimal mit CMF-HBSS gespfilt, wobei der letzten 
1% D^^^^ ^ iJ^^S^-^ dann mit einem ZeU-lifter (Costar Nn 3008) von der Platte 
Jb'S.brL^chdemobenbeschriebenenl^smitHil^^ 

ze^^^ion trituriert Nach Zentrifugalion (300 X g. 5 min, lO) wurden die Z«>^;° X^,^, ^ f^^^-OOO 
gf^runbeschichteten ZeUkullurschalen in folgendem Me*,mi ausgesSU ^^^12 (1 : 1)^^ 
iSo ugtol Transferrin, 20 nMProgeste«». 100MMPut.escin,J»nMSdemumchlor«l,Pem«^^ 
mVlOO Mg/nd), 20n?ml humanes rekombinanles bPGF und 20 ng/ml ^'^^^^^^'^^f'l^Zy^'^ 
2^ECtt bFGF und EGF wurdra tagUch zu <»«r EndfcoiizHitcation von 20 ngfail zagesettt und das MeAum (sog. 
SSSzSge e^^ llerzuvwurdedas veiferauclUeMedimnabgezpgenund bei 150 x g fiir 3 mm bei KT 
^;S^et^^eSim Medium schwimmendeSpharoidezused^ 

^^^^m und wiel* ausgesaL Nach dem zweiteo Mediumwechsel wurden die ZeUen m fiiscfaen unbeschichteten 
Zellkultursctaalen ausgesat. 

3.2. Di vitro Kffaenzierung der gewonneoen neuralen SphBrcride 

Funf Tage altc, gemSB Beisi«el 3.1 eAaltene neurale Spharoide wuidenbei ISOxgfflr 3 '»i°^^^*^ff j^f** 
ind^in£is^l3 1 eenannL Medium. jedochohnebPGFundEGF.inmitPolyornithinundFibionektinb^ 
L^ZSlien ei^li,ppelbeschichmng voa ZeUknlturschalen mit P^yonriftin und Fibjonektm 

^™SrzunactetinderunterBeis^ll.6beschriebenen^jmtPbl3«^ 
J^^at^n wurden die Schalen miLdnenl^JLon l»g EWektin/m^PMb^ 

KTrjo^b^w^t TKe Rhmnekiin-LosunK wurde abgezogen und die ZeUsuspension in die doartig besducbtete Schate 
S^g'^'^lSnSS A^i^si^-SsphMioide - 

^Sm ZeitpurL wurde das Medium abgezogen. die Schale drejmal mit t^»«^Me4mn ote^^^^ 
«:hen. und neura Medium eingefflUt, welches im weiteren aUe zwei TSige ersetzt wuide. Derartig diff«enzi«tB iwirale 
^.SS^"lKito^w^n 5 W nach Plattieien fixiett und einer Immunfluoreszenzanalyse untcrzpgen. Hieibei ver- 
SKSS^^>^«i8«»-iefolgt(Nfit^^ 
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S^^^Iml^n^ 1 ■ 200^ und die Neuroliansmitter GABA (Antikoiper von Sigma, Nt A-2052. Va^maag 
f iSjL^S3(inSp^vcfsign«. N. G-6642; Vexdannung 1 : 7 

^i^^^ K^^di in den aus den SphSroiden entstandenen Neuionen in Immunfluoreszenz-Untersuchungea ^ 

. : V^i^^Nr AR 1530 VerdunnunE 1 : 1 .000) und Calbindin (Anhkbrper von Sigma, Nr. C-8666. Verdun- 
^'^.^^t^^^^'m^ i^^^mSccoiniJ^mg undOberiebenderNerveozeDen durch Zugabe derNeu- 
^IchU Ob^ Zeitraum von 10 T^gen und nf>r differenzi«ten 
S^^^«aiihz2^erweite«nAus^ 

^SinteSiS^ cycUc nucleotide ^-phosphodiesterase (CNPase; Antiorper von Sigma. C-5922, >ferdun- 
nung 1 : 200) nachwnsen UeB. 

3.3. Gewinnnng glialet \farHnfcrzdlBn aus neuraten SjAaroideo (sQg. Tbucb-Down Knlturen) 

Zur Gewinnune eUaler \brianfeizcUeD wuiden die gemSB Beispiel 3.1 gewonnenen Sphaioide solange indem unter 
Zur <f JT^^^S'M^^^^^^ Medium koltiviert, bis sie begannen, spontan an die unbeschichtete 

^S~m,^^SSLT^^^^QSa^t ^ ZeUen aus den SplOroiden auf die Oberflache der Zellkulturschale 
^'^^^^S^^^^^^^^^vTz^tr^um 10-14 "Rgen der FalL SobaW ein -Ring" ausg^ 
S'^n^ft^^-i^SSerZeUkulturschalenu^ 

r^^^. w^^rTJS^etoa^pette aus der Kultur entfemt Die so entfemten Spharoide konnten m weiteie un- 
SLS?tei^SSJ^«^^^2Sld im selben Medium weiter gezOcbtet ^ wobei «e -Rmg^ 
beschicbtete Z«iu™m^^i^ Die in den unbeschichteten ZeUkuldHschalen zurucKbleibcnden ghalM 

Z^S^t^S^f^SS^b^^JlSor-haltigen Medium weiter proliferi^ und nach E=eich,«u=m«^ 
R^t^SX^tOT^ifteinachdemobenbeschriebenen Modus 1 : 5 passagiert. Sogewonnene ghaleVbrlaufcrzel- 

?r^^iSS.X!^Un.«s«chungen eine ^-'^P^P^Z^.^'^'^^^Z^^.^^^ 
len acigicu in Verrfunrnme 1 " 200^ Sie konntBD in senimficeim Gefriennedium (Sigma Nt in 

wetdeo. 

3.4. Steuerung der gUalen DifBMenzierung dardi Zugabe von Faktoren 

..^%T^12^^^^ -^^P (20 ng/ml) l^ildvierte gUale Vorlauferz^ wu^ 

t^S^^^S besdrichtete Zellknlturschalen ausgesaL Nach Erre^chen einer etwa 

50%igen Konfluenz wurden die ZeUen ffir zwia Tage wie fojgt behanddt. 
Weiterkuldvieren in EOF imd bFGF-haldgOTi Medium 



1 WeiterkultiviereninBUl*iMidDiHjr-naingOT«icuiuiiE 

6397; verwendeteEndkonzraitration 3 ng/ml). 

Nach 2 Tagen wurden in den Gruppen 2, 3 und 4 bFGF und EGF entzQgen und die ZeUen wdtcre 5-7 JI^^ k^ti- 
vi^wobef^ etwa alle 2 T^ge ersetzt wurde. Dann wuiden alle Knlturen in 4% ParaforD^ehyc^Losung 

dg^ und das astrozytaie Antigen GFAP unterzogen. Dabei eigaben sich folgende Mitlelwerte (± SEM). 

1 . 04-poative ZeUen nrit oUgodoidrogUaler Morphologie: < 1% 

GFAP-posidve ZeUen , ui • tlZ-yf^^ 

2 04-posidve ZeUen niit oligodendiogUaler Morphologic: fo 
-nGFAP^itivc-ZeUen .^^ - - 28 ± 6%^^ - . _ . . 

3 04-poadve ZeUen mitoligodendroghalcr Morphologic: Z^± l^yb 

GFAP-posidve ZeUen . \nt^^ 

4. 04-posidve ZeUen mit oUgodeDdroghaler MOTphologie: i / ± J.o-^ 

GFAP-i>osidve ZeUen 



39 ±5.7% 
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Diese Daten zeigen. daB die Diffeienziening der aus ES Zelten ertoltenen gUalen \foriauferzeUcn mit CNIF in eine 
astiaqrere und mit T3 in eine oUgodendrogUaie Richtung geleokt weiden kaim. 

Beisiriel 4: Ttansplantotion oHgqdMidiogUalerfesdxHgffiK* >fo^^ 

4.1 . HMStellung einer ZeUsuspension fDr die TVanqjlantation 

Die lemvelinisierende Potenz dieser ZcUen wuide durch folgendes Thmsi^antatioosexpaim^uberi^ 
enS^^SS:n^^eY2.3.welchenochbiszpm>fortagderTb«.2p-^ 

d«. txypsinfrei (nrit ei^em ZeU-liflet) von der Kultuischale gel6st. be. 300 X g flber 5^_,^^f^'^'^£^ 
m^St 0 1% DNase resuspendiert. Die ZeUen wurden dann mit Ftommen^wberten PsBteurpiprtten zu «nex Emzel- 
^s^i riS i^ZShlkammer gezahlt und emeutsedimentiert. Siewuixlenm einer Konz^trationvoo ca. 
S^aS^^i^CMF-HBSS.wetehe2gA. 
Transplantation (bis zu 4-^ Stunden) auf Hs gelagert. 

4^. Intravratriku^ Transplantation ins embiyonale Rattengehim 

Als Ttansplantatempfanger wunten embiyonale my«li«*fi?i«»^ Sprague-I^wleyRatte^^ 
of Medical Sciences. School of Veterinary Medicine. University of Wisconsin-Madison, 2015 
^T^,sc»nsinM706.USA)verwendetDie&uheTl:ansplantati«^ 

trotz des Xenotransplantets nicht zu einer AbstoBungsieaktioD kommt Die myebndefizienten EmpB«»g«*^ ^ 
^^ii von denDonorzeUen gebildetes Myelin einfach "^^weisbarfet D.eXc«otran^lanl^^sd^to^ 
t^^X transplantierteo Zeilra einfach und mit hoher Sicherheit mit Hilfe speziesspezifischer DNA Ptt*en radhge- 
SSn^^ker^ ffi^et aL. Neuron 15: 1Z75-1285, 1995). Die Ttechnik der intrauterinM TVans^tadonins 
^o:S^Ss^dderTtehnik(BrOsaeetaL,Neuron 15: 127^1285.19^^^ 
cob to Neuroscience, John Wiley. New York. 1997). Zur Ti^nsP^t^^" ^<^,=«=^*|?fr= 

16oder 17 mit einer intraperitonealenlnjektion von Ketamirf» (?0 mgrtcg) und Xylazm* '^^^^^^^^^ 
™nWde erefinet, und ^ einzetoen Embiyonen unter IkansiUumination mrt emer F^seioptik-I^ch^ielteda^este^ 
^ Si^n (vgTBrusae et al.. Currenrftotocols in Neurosdence, John WUey. New York. 1997) wjjrfe d« Zell- 
sS«Sin^e fdne Glaskapill^ mit einem MOndungsdurchmesser von 50-100 aufg««,gen imd die Glaskapd- 
^^S^JLT^^l^e&Mdeldecke in den Seitenventrikel des Embryos eingefflhrL 2-9 pi der ^^^^ 
100.000-900.000 ZeUen) wurden dann in das ^fentrikelsystem injizierL D.e ^^^^"^^^^^^ 
L^dKuchdeckennachlnjekdonmehrereroderaUerEmbryonenwiederchiru^schv^ 

?Se^^^^tan geboren. Da es sich tun eine X-chiomosomal lezessiv vereAte EArankung »»«°^d^«ndd.^ 
s^lfl^50%der mLdichen Nachfcommen myelindeflzient Diese Tiere beguinen m der dntten Lebenswoche stark 
zu rittem und sterben in d» Kegel in der vierten Lebenswoche. 

4.3. Histolo^he Analyse der TtansiJantatemprangra- 

Jjom Nachwris der Myelinisi^g wurden die Tiere in ublicher Weise in der dritten bis vierten 
u.SiS^e^S^d^^i^nriteiner4%igen Paraformaldehyde^^ 
^Tri^ I^^rime wurden in ObUcher Weise prapariert und uber Nacht m der Rxadonslosimg be, 4«C na^- 
xSiS^hU^^ wurden auf einem Vibratom 50 pm dicke Schnitte angf fe^gt^Die Donorzellen 
SnA iTritoHybridisierung mit einem DNA-Sondenmolekiil fOr Maus Satelhten DNA nachgewiesa. (Bru^e «t aL. 
N««^15^1^5-1285. 1995). \bn den Donorzellen gebildetes Myelin wuide uber eine unmu^stochemische Detek- 
My^™o^ to Fortsatzen hybridisierter ZeUen nachgewiesen. Hierzu wurden AntAorper gegen basis^ 
K^^nKLtogerNc 1118099) oderProteoUpid Protein (hm Griffith. I>=P^°i^'f/f«'^.^^.f^t 
SKS^ti of Glas^w. Bearsden. Scodand) verwendet Die Schnitte maden anschheBend e^er ^^A Hybndme- 
ruS mit einem DNA^nmolekUl fiir Maus^Satemten-mA (Ho.^ AJtenbuiger. ^"^ ^^ds R^^»-696^ 
1981) untMZOjM, CBiflstle et aL. Neuron 15: 1275-1285. 1995). Diese Doppelmartoerung gestattete es^ gdnlctetes Mye- 

SS^Snsplantiert^ ZeUen zuzuordnen. In solchen Experiment^ UeB ^ch erne ^^.^<^^^8 d^m 
i^Zfcd i^plante^ZeUea to etoe Vielzahl tel-. di- und mesencephaler Himiegionen nachweisen (14 unteisuchte 
SS^jffi^^Zdlen fenden sicb unter anderem to Cortex, Hippocampus. Septum. Strtamm. Bulbusolfe^u^ 
Hypothalamus. Tfcctum. CerebeUum, Corpus caUosum. to der vorderen Comimssur sowie un Tbjctus optocus 
ioSSalh^sZerUn. Nach Ttansplantation UeBen sich toi Ventritelsystem der E"JPangertiere to^™^^ 
Semden Ansammlungen voa Doi«zeUen nachweisen. \fon 35 operieiten Embryonen zeigten 11 naannhche Nacbkoni- 
sJSpZ« dner Myeltodefizienz. \fon diesen waren 8 erfolgreich totraventrJodSr '^Pl^^^'L''™^ 
^kanaui etoe vin den DonoizeUen ausgehende Myelinisienmg nachgemesen werden Hi^ wu«Je eme 
D^to.»kierung hybridisiertex ZMlen mit dem PLP- oder MBP-Antikorper verwendet In den verttebenden 2 FaUen 
SSS^ilSSrierten ZeUen fOrdneDoppelmarkierung zu ni«Wgi«^,Screentog m.t dernMau^^ 
/Merger M2 (zhoo aL. J. Co«np. NeuroL 292: 320-330, 1990) zeigte jedoch auch m diesen Tlewn m ^ Wrtsge- 
vX to£S^Gfia^.^DonoBeU-vermittate Myeltoisierung war am ausgepragt^n tn Fascrbahnen wie 
rB^^m^^x.SLm.dex vorderen Commissurupd 

doA^ch^LhlieiStetten toneAalb der grane« Substanz myeUnisi«ende Donoi^n nachw^isba^ so^ B . m 
Cortex. Septum. TMamus, Hypothalamus und Tfcctum. In 7 der 8 erfolgnach transpland«ten mydindefizienten ^ere 
S^Ben LichLch vondeniS-zSTen '•bstammende tokorpprierte i^tt^ 
misch mit Antik6ipem gegen die Maus-spezifischen Antigpne M2 (Zhou et aL. J. Comp. NeuroL292. 32(W30. 199^ 
JSeO^eJ^N^iiSsd. Lett 61: 221-226. 1985) oder dmch etoe tonmmbistochem«cheDoppe!maitaemng von 
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mit der Maus-spezifischen DNA Ptobe maridetten Zaien mit einem Antik&per gegn saires GUafes«pto«ein (GBVP; 
ICN Nr. 69-110) nachgewiesen. 

Beisinel 5: Transplantation neuialM Spharoide 

5.1. Ttansplantation neuraler Spharoide im Ibotensauifr-LasionsmodeU der Ratle 

Urn eine anatomische und ftmktiondle Rekonstitution Deuronalcr ZeUen dutch die verfahiensgen^ heig(stellten 
„ciS.^^^.^SSnzuabeq««fen.wunlengen«BBeispiel3.1ai»de^ 

^pl«roide in das Striatum von erwachsenen Sprague-Dawley Ratten implantiert, m den«. zuvor dur^ 

T^SSon NearoloMns Ibotensaure ein einseitiger Nenronenuntergang im Stnalum induziert worden war. Die 
^^S^^^StTsS^drerTechinkundd^verwendetel^onsprotoko^ 
SSftS^l^^oscience. Unit 3.10. John Wiley. New Yoric. 1997). Fur cde T^^l^^" 
S^^idX^ schwinmwnden Sphiioide der ZellkuUnischale entnommen und m em 50 ml Pl^ttoohrchea uto«- 
EM«hZo«bevoomase2ueiiierGesamtkon2entrationvon0.1%wu^ 
SiS^Swnb.CMF-HBSS.welche2gAGhK:ose(SigmaNr^^ 

resusDenfie^ Die so icsuspendiertm S^iSroide wuiden bis zur -ftans^lantanon (bis zu 4 Stumien) auf 
S^SSS^XgS^^t^taU^UchermiLbetaubtunddieSp 

• / .ino^l par <fie InieklioD wuide eine GlaslcMnUare mit einer Offhung von etwa 0.25-0.75 mm ver- 

'^f^^^^^SS^S^SS^S-^iTstand der'^hnik und ausfflhriicb publiziert^rusde et aL, a^: 

riA^^lmdes 0.5 odMhrchens angesammelteo SphSroide in die G^P^^^^'^^^'^^'^'^ 
SffiSL^c^taWscbeB Rahmens (StoeWng 51600) in das Striatum i^iri^t. ^.e Jphar^de wurfendWte. 
SbL 2 (^S^«r5(i»=3) SleUen innerhalb des geschSdiglen Striatums veiteilt. HieAei wurden folgende steieotakti- 
scben Daten verwmdet: 
FQr 2 ItnplantationsortB: 

Ortl: Frontzahnhalter -2.3 mm 

Anteroposteriore Ausrichtung: + 0.2 mm (relativ znm Bregma) 
MedioIateraleAusriditang: 3.0 mm(rdativ zu Sagittalnaht) 

Injekdonstiefe 5.5 mm (rdativ zur Dura) 



Ort2: Frontzahnhalter. -2.3 mm 

Anteroposteriore Auscichtimg: + 0.2 mm (relativ ami Bregma) 

Mediolaterale Ausriditung: .3.0 mm (rdativ za Sagittahiaht) 

tojektioasdefe 4.0 mm (relativ zm Dura) 

FQr 5 ImplantatioDSorte: 
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Ort 1: 



10 



IS 



Ort 2: 



Fromtzahtihalten 
Anteropo^eriore Ausrichtong: 
Mediolaterale Ansrichtung: 
hijektionsdefe 

FrontzaliDhalter 
Anteroposteriore Ausridhtimg: 
Mediolaterale Ausrichtung: 
Injekdonsdefe 



- 2.3 nm 

+ 0.2 nna (rdativ zum BtegjaosL) 
3.0 nun (xeladv za Sagidtaiiiaht) 
6.S ii]in(Tdativ zur Dura) 

-2.3 mm 

+ 0.2 mm (rdativ zum Br^ma) 
3.0 mm (relatiy zu Sagittahiaht) 
5.3 mm (idativ zur Dura) 



20 



25 



Ort 3: 



Frontzahnhalten 
Anteroposteriore Ausriditung: 
Mediolaterale Ausrichtung: 
Injektionstiefe 



-2.3 mm 

~H 0.2 mm (relativ zumBi^pia) 
3.0 mm (lelativ zu Sa g i ttahiaht ) 
4.0 mm (relativ zur Duxa) 



30 



3S 



Ort 4: 



Frontzahnhalten 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausriditung: 
Injektionstiefe 



- 2.3 mm 

+ 1.5 mm (rdlativ zum Bregma) 
2.3 mm (rdativ zu Sagittahiaht) 
6.0 mm (rdativ zur Dura) 



40 



45 



SO 
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Ort 5: 



Frontzalmhalter: 
Anteroposteriore Ausriditung: 
Mediolaterale Ausriditung: 
Lijddionstie& 



- 2.3 nam 

T 1.5 nsm (relativ zum Br^pia) 
2.5 mm. (rdativ zu Sagittahiaht) 
4.5 mm (rdativ zur Dura) 



Prolnidcdonsortwurden 10 ulderSpharoid Suspension in^lanticrt. . . u 

^l?^hl^X^ir^nsph^X^^ handeltc, wurden die Tlere einer ImmunsuppiessioQ unterzogen Hierzu eduelten die 
mes beSnnend 1 Ike vor Transplantation, eine inttapaitoneale Ihjcktion von 20 mg Cyclosporin A 

p^lflSS^eShX^^^^ 

L wahie^^ Immunsuppressionsbehandlung Tfeliacyclin zugesctzt (Achromycin, Fa. L«terle; Eodkonzcntnmon 



100 mgA). 



5:2. Analyse d^ fiinkdondlrai V^foessenmg der TVansplantaten^Sngcr 



Won den 6 operierten Tleren uberiebten 4 Here mehr als 4 Wochen nach '^^'^^^'f^^ 
Untersuchung des Amphetamin-induzierten Rotationsverhaltens vor iind nach TVansphintalion folgende Wferte (Mittel- 
60 der Rotadonen pro Minute): 



65 
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Tier 200: 34 Tage vor Tran^lantation: 9.7 
37 Tage nach Transplantation: 13.9 

Tier 201: 24 Tage vor Tranq>lantation: 13.5 

37 Tage nach Transplantation: 1.3 i 

Tier 204: 43 Tage vor Transplantation: 12-7 
50 Tage nadli Tran^lantadon: 0.5 

Her 205: 86 Tage vor Transplantation: 9.0 
42 Tage nach Tran^lantation: 1.0 

Zur Messung des Rotationsverhaltens wurde den Tleieii intraperitoneal eine Dosis von 5 mg D-Amphetanim Sulfat 
fs£L Nrr3278) pro kg Kerpergevricht injiztert Nad. 5-minat5B«rEnwiitaingsz«t wmde die Zahlder ausgelosten 
pro nZL Ql4 ein^tiaum vJ«90 Mnuten gemesscn und gennttelt Die Messungdes Amphetannn-m- 
d^«^^LtionsvertedtenalsParaineterfBrdieFunkfion8t.« 

S^etTLTcurrentP.otocobinNeu«««^ 10. John Wiley. New Yo*. 1997).DieDa.enze.gen.daB3 

der 4 unttasuchten Tiere eine deutUche Rediiktion des Rotadonsv^faaltens aufwiesen. 

S3. Histolo^scbe Analyse der IVansplantatenqiBnger 

FurdiehistoloBischeUntersuchmgderTiansplantatewnidendieTiereS-9W<^h^^^^ 
duSSLuSale Pfctfusion i^t einer 4%igeo Parafonnalddiydiasnng in PBS m ubUAer We.se fi»«^ 
hi^wurden in OblicherWeiseprapariertundabarNachtindfirFiMtionsMfeungbei 4't:nachfixiert. to AnschlnB daran 
S^TS^emMbraU>m50jn»&tteangefetig.DicD^ 

einer Probe fur Maus Satelliten DNA nachgewiesen (H&z & Altenbuiger, NucL Acids Res. 9^83-696 if '. if, t 
^Neu^ 15- 1^5-1285. 1995). Dabei fanden sich in alien 4 der in den >ferhaltenstests (Beispiel 5.2) untersuchten 
S;^S<Bsierte zSlen ii^ ImpLtationsgebiet En Ttea der hytaidisietten Zdlen war ztrfenr aus <ten Inipla^ 

in b^achbarte Himabsctadue. besoSdens in das C«pus Callosuin. eing^««ndert. Ete H«r 200 wies emen sehr 
wt ten Sri^venttikel und ein intraventriknlSr lokaHsiertes Ibmsplantet anf Offenbar war durd. 4e vorausgegangene 
SnsaSion eine siarke Atiophie des Sttiatums nrit koosekuliver Nfentrikderweitemng enUAandeo und 4e nachfol- 
^iSZtiJ^nZeUenlande^nstattimStriatnmimSe^^ 

auch^ausbleibendefunktione!lc\fert>essenmg dieses EmpSngeitieiBsm den Rotatt - ^ „ 

NebLn^tivem Hybridisierungssignal wiesen die transptantie^ 
fis^en ^en Antigens M6 auf Di^s Antigen winibesonders anf Axonen «prumert Q^d « aL Neurosci. Lett. 
6^221^6 1985- /Uitikorper von C. Lagenaur; Department of Neurobiology. University of Pittsburgh School of Mt^ 
"dS81^'SHXm^burgh.Pennlylvanial5VlISA.Va^ 

Sche M6-positi ve Axone erteinen, wetehe y«m Thinsplantat ausgingen und m4|S umgebende Hungewebe euige^ 
^ w^^ weist darauf Un, daB die aus den transplanlierten SphSroidea bervcgegangeoen Nervenzellen das 
Bii^>fangeigebim iimervieien. 

PatBOtansimiche 

CDt^tend hl:hstei^ etwa 15% primitive embryonale und nicht-neutnde aUen, crhalthch durch folgende Schntte. 
a) kultivieren von ES-ZellenzuEmbryoid Bodies, 

kultiviaen der Embryoid Bodies zu neutralen VbdSafeml\sji, 
a prolifericren der neuralen VorlaiifarzeUen in dnem Wachstuimfaktar-halligra serumft^n ^ 

d) pioliferieren der neutralen VformuferzeUen aus Schritt c) in eincm wciteren Wachstumsfaklor-haltigai ser- 
um&eien Medium und isoUeren der gereinigten neutralen VoriSufmellen , ,^ u 

e) proliferieren der neutralen \forlauferzeUen aus SchriU d) in einem weitercn Wadistui^fakt^-halUgra s^^ 
umfr«en Medium und isoli«en der gereinigten VbrlauferzeUen. mit neuronaleo oda: ghaleo Efgenschaften, 



Oder 



a') kultiviemi von ES-ZeOen zu Embryoid Bodies, 
b*^ kultivieren der Embryoid Bodies zu neutralen \forlauferzeUen, i., 
c*^ proliferieren der neutralen VbrlauferzeUen in einem Wachstumsfaktor-haltigen saumfeien Medium, 
dO prcrfiferieren der neutralen \fariauferzellen aus Schritt c") in einem wdteren Wachstumsfektor-halligcn ser- 
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umfr^en Medium zu Spharoiden niit neuronaem imd gUalem Differcnzierungspotential und isoliercn der n«i- 

STrolEiSJ to neutralen Sphare aus Schritt d*) in cinem Wachstumsf aktor-haldgen senimfieien Mectium 
b4 zor Ausbildung ones aus gUal«i Nfor^uferzcUen bestehenden Zellrasens und isoliacn der gereimgten M)r- 
laofeszellen mit glialen Eigenschaftra. 
2. ZeUen nadi Anspruch 1 in Form eines Zellrasens. 

3 ZeUen nadi Anspruch 1 in Form von Spharoiden. . , 

4! Zellen nach «nemd» Anspruche 1 bis 3, umfassend ZeUen mit neuronalen, astiozytaren und/oderohgodaidra- 

5!^ Mto^^^^ der Anspruche 1 bis 4, wobei die embryonalen StammzcUen aus Oocyteo nach dner Ksror 
transplantation erhallen worden sind. v u ^ ^ 

e/Mlcn nach ran^n da: An^iudxe 1 bis 4. wobei die embryonalen StammzeUai aus embryonalen KeimzeUen er- 
hallen wcxdeo sind. ,1 • J 

7. Zelleo nach einem der Anspruche Ibis 6. wob«a die Zellen Saugetze . ck • t>- ^ 

8. Zellen nadi Anspruch 7. wobei die ZeUen aus der Gruppe umfassend.Maus, Ratte, Hamstei; Schwcm, Rmd, Pn- 
matoiod^l^nschisoliert worden and. . . . 

9. ZeUen nadi dnemdMrAnspiuchelHs 6, wob« die ZeUen gentedmischmoditoertwcMd^ 

lb ZeUen nach dnem der Ansprflche Ibis 9 in ticfgefrraener Form- - u 1 u- in 

11 ZcUbibUothek, umfassend autologe und nidil autologe ZeUen nach emem der Anspniche 1 bis 10. 

12. Verfahren zur HcrsteUung von gerdnigten \biiaafeKeUen mit neuronalen od«r ghalen Bgenschaften, umfas- 
send die folgenden Scbritte: 

a) kultivieren von ES-ZeUcmzuEmbrycad Bodies, 

h) IcultivierendCTEmbryoid Bodies zuneuralenAfedSufSMzeUeu, 

DroliferierendMncuralen^far^endlenin«nemWadlstumsfektor-hamge^ 
d) proUferieren der neuralcD\brlauferzeaien aus Scbritte) in «n^ 
umfodenMediumundisotierendergcramgtenneuralenVb^^ 

€^ DToUferieren der neutralen AfariSufazeOlcn aus Schritt d) in emem weiteren W^hstumsfaito:-halt^g«i ser- 
um^en Medium und isoUeren der gereinigten >«ttl5uferz«Ucn mit "^f^^" 

13. Verfahren nach Anspruch 12, woba das Wachstumsfaktor-haltigc scnimfireie Medium m Schntt c) bFUF um- 

1?^ Verfahren nadi Anq»uch 12 oder 13. wobd das Wachstumsfaktor-haltige serumfteie Medium in Schritt d) 

?5^VerfSi^n^^^em der Anspruche 12 bis 14, wobei das Wiidistumsfaktoiyhallige serumfeie Medium in 
Schritt e^bFGF und PDGFumfaBt . ^ * 

16. Verfahren zur HersteUung von gereimgten VorlaufcrzeUen mit neuronalen oder ghalen Eigenschaften, umfas- 
send die folgenden Schritte: ' 

a') kuUivieen von ES-ZeUenzuEmbryonid Bodies. 

b*) kultivi«en der Embryonid Bodies zu neutralen ^fariSuferzeUen, 

A ptoUferieren der neutralen \brlauferzeU«ai in emem Wadistumsfaktoivhalti^n serumfteien Mechum, 
A proUferierendexneutralcn>foriauferzeUenausSchrittc>in«iiemwdterenW^^^ 

umfraen Medium zu Sphanridai mit neuronalem und gHalem Diffeienzienmgspotential der Spharoide und 
proUferieren der neutralen Spharoide aus Schritt d") in dnwn wachstumsfaktorhalUgen serumfteien Me^ 
diumbis zur AusbUdung eines aus gUalen ^lauferzeUrabestdienden Zellrasens und isohetcndargercmigten 
\brlauferzeUen mit gUalen Eigenschaften. 

17. Verfahrrai nach Ansimich 16, femer umfassend dm Sdiritt: • 
f) SteuerungderMerenzienmgdcrgUalen>formuferzenenausSchntteOmeiiwa^ 
godendrogUaleRichnmg der \forlauferzdlen mit astiozytSren Oder oligoj^ 

18. Verfahr^ach Ansprudi 16 oder 17, wobei das Al^fechstumsfaktor-haltige serumfteie Medium in Schntt C) 

?9!^Ve^i nach einem der Anspniche 16 bis 18. wobd das IW^tumsfaklor-haltigc serumfteie Medium in 
Schritt d'Xe') und f,)bFGFund/oderEGFumfaBt _ ^ • m 

20 >ferfatam nach einem der Anspniche 16 bis 19. wobei das Medium in Schritt f) entweder CNTF oder T3 um- 

^LVerfahren nach einem der AnsprOche 12 bis 20. wobd man die gereini^ 

medium aufiaimmt. ^ ™ . « tx_* i_* 

22 Verwendnng dex VorlaufcrzeUen nach einem der Anspruche 1 bis 11 zur Theiapie von ncuiden peCdrtm. 
Verwendung der VorUuferzeUen nach einem der Anspruche 1 bis 11 zur Rekonstituttoo neuronaler Zellen oder 

Z^ST^fi:^^^^S^nlT^T^Ar.^ 1 bis 11 fUrzeUvenniUe..enGen.r»sfcrinsNe. 
2^^Saidung der VoriauferzeUen nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 zur in vitro Gewinnung von Polypeptidcn. 
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